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En Angola fueron varias las especies de Pinus introducidas durante la época 
colonial, principalmente en la Meseta Central, que de ser explotadas de forma sostenible 
podrían contribuir al desarrollo económico, social y ambiental del país. El conocimiento 
sobre la variabilidad genética de estas especies, relacionado con su capacidad para 
responder a factores abióticos (déficit hídrico), así como a estrategias para mejorar su 
adaptación a las condiciones climáticas fueron los principales objetivos de esta Tesis 
Doctoral. Se utilizaron como especies modelo Pinus patula y Pinus greggii por su 
adaptabilidad a las condiciones edafoclimáticas locales. 
El trabajo fue diseñado siguiendo una secuencia lógica para i) caracterizar las 
especies de trabajo, ii) identificar la respuesta a nivel fisiológico y molecular de las dos 
especies estudiadas y su influencia en la supervivencia y crecimiento en función de las 
condiciones de vivero, y iii) identificar la respuesta de una especie a micorrización en 
vivero. Todo ello, a través de análisis morfofisiológico y molecular, basado en el análisis 
por espectrometría de masa nLC LTQ Orbitrap. 
Los resultados muestran que existe poca variabilidad genética entre ambas 
especies, debido a la similitud de sus perfiles proteicos que no mostraron enriquecimiento 
en ninguna de las categorías (procesos biológicos, componentes celulares y función 
molecular), predominando las proteínas asociadas en la preparación de la semilla durante 
el proceso de germinación. Los resultados de la comparativa entre las dos especies en 
situaciones de estrés a nivel morfofisiológico mostraron que, en general, las plántulas de 
P. greggii fueron más tolerantes a la sequía que las plántulas de P. patula. A nivel 
molecular la expresión diferencial de proteínas fue mayoritaria en la simulación de la 
época seca comparada con la época lluviosa y en la especie P. greggii con respecto a la 
especie P. patula. En ambas especies, el estrés por sequía está relacionado con un 
aumento en el nivel de la expresión de proteínas en los procesos relacionados con el 
metabolismo, biosíntesis, organización celular, estímulos abióticos y expresión génica, 
mientras que por disminución de expresión en los procesos relacionados con la 
fotosíntesis y el crecimiento. La asociación simbiótica entre P. patula y el hongo 
ectomicorrícico Pisolitus tinctorius para mejorar su resistencia a sequía aumentó la 
supervivencia de la especie, incluso en condiciones de déficit hídrico, así como su tasa 
fotosintética. Los procesos biológicos sobreexpresados o subexpresados estaban 
presumiblemente relacionados con procesos de resistencia al déficit hídrico.  
ABSTRACT 
In Angola there were several species of Pinus introduced during the colonial era, 
mainly in the Central Plateau, which if exploited in a sustainable manner could contribute 
to the economic, social and environmental development of the country. The knowledge 
about the genetic variability of these species, related to their capacity to respond to abiotic 
factors (water stress), as well as to strategies to improve their adaptation to climatic 
conditions were the main objectives of this Thesis. Pinus patula and Pinus greggii were 
used as model species due to their adaptability to local edafoclimatic conditions. 
The work was designed following a logical sequence to i) characterize the species, 
ii) identify the physiological and molecular response of two species and their influence 
on survival and growth as a function of nursery conditions, and iii) identify the response 
of a species to mycorrhization in nursery. All this, through morphophysiological and 
molecular analysis, based on the analysis by mass spectrometry nLC LTQ Orbitrap. 
The results show that there isn´t a lot of genetic variability between both species, 
due to the similarity of their protein profiles that did not show enrichment in any of the 
categories (biological processes, cellular components and molecular function), 
predominating the proteins associated to the preparation of the seed during the 
germination process. The results of the comparison between the two species in situations 
of stress at morphophysiological level showed that, in general, P. greggii seedlings were 
more tolerant to drought than P. patula seedlings. At molecular level, the differential 
expression of proteins was majority in the simulation of the dry season compared with 
the rainy season and in the species P. greggii with respect to the species P. patula. In both 
species, drought stress is related to an increase in the level of protein expression in 
processes related to metabolism, biosynthesis, cell organization, abiotic stimuli and gene 
expression, while by decrease of expression in processes related to photosynthesis and 
growth. The symbiotic association between P. patula and the ectomycorrhizal fungus 
Pisolitus tinctorius to improve its resistance to drought increased the survival of the 
species, even under water deficit conditions, as well as its photosynthetic rate. Over- or 
under-expressed biological processes were presumably related to water-deficit resistance 
processes.  
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 Situación forestal mundial  
Los bosques representan más del 10% del PIB en muchos de los países más 
pobres. Se estima que el sector forestal procura empleo oficial a 10 millones de 
personas y empleo informal a otros 30-50 millones de personas en los países en 
desarrollo (FAO, 2016). A pesar de su importancia en la economía mundial, las 
pérdidas y la degradación de los bosques continúan produciéndose en numerosos países 
en desarrollo. En la última evaluación de la FAO (2015), correspondiente al periodo 
2010-2015 se concluye que la deforestación continúa avanzando. Las masas forestales 
cubrían en 1990 el 31,6% de la superficie terrestre, representando 4.128 millones de ha, 
cifra que se ha reducido al 30,6% en el año 2015, correspondiente a 3.999 millones de 
ha, lo que equivale a una pérdida de 129 millones de ha en apenas 25 años. Este 
descenso de la superficie forestal a nivel mundial fue mayor en África y América del 
Sur (FAO, 2015) (Figura1). 
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Figura 1. Situación de los bosques en el mundo. Parte superior tasa de cambio de la superficie boscosa 
mundial entre 1990-2015. Parte inferior distribución en el mundo de las áreas de mayor pérdida e 
incremento forestal en la actualidad. (Adaptado de la FAO, 2015). 
 
Se estima que desde el surgimiento de la agricultura hará unos 12 000 años, el 
número de árboles en el mundo se ha reducido a la mitad. (Crowther, et al., 2015; FAO, 
2016). A pesar de estos datos alarmantes, se ha evidenciado que en Asia Oriental, la 
superficie forestal aumenta 3 millones de ha anuales gracias a las plantaciones 
forestales, correspondiendo al 7 % de la superficie forestal mundial (Figura 2), (FAO, 
2015). Y se espera que continúe aumentando en las próximas décadas (Salmón-Rivera, 
et al., 2016). 
 
 
Figura 2. Situación actual de las áreas forestales en el mundo. El mapa muestra que en el mundo la 
mayoría de los bosques son bosques naturales (Fuente: FAO, 2015). 
 
  Situación forestal en África 
En gran parte del continente africano la deforestación aumentó durante la época 
colonial, cuando se explotaban los bosques para enviar sus productos a Europa. En el 
siglo XIX se explotaban los bosques con el objeto de obtener combustible para barcos 
de vapor y trenes, lo cual dejó grandes extensiones del continente aptas para la 
explotación de los recursos minerales y el desarrollo agrícola. Actualmente en África 
los bosques cubren el 23% de la superficie, y entre 1990 y 2010 se convirtieron 75 
millones de hectáreas de tierras forestales (el 10 % de la superficie forestal total) a otros 
usos como la agricultura y la ganadería (FAO, 2016). 
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En África la deforestación está motivada por la demanda de tierras para la 
producción agrícola y para el pastoreo. Otro factor que ejerce presión sobre los recursos 
forestales es el uso de la madera como fuente principal de combustible; 
aproximadamente el 80 % de toda la madera utilizada en la mayor parte del continente 
africano, incluyendo Angola, se emplea para tal fin, efecto que se agrava por la escasez 
aguda de leña que sufren algunas zonas del continente (FAO, 2012). 
El África subsahariana consta fundamentalmente de sociedades agrarias que 
dependen principalmente de actividades agrícolas y ganaderas basadas en pocos 
insumos. En Asia, a diferencia de África, la intensificación agrícola en el marco de la 
revolución verde contribuyó a reducir la expansión horizontal de la agricultura sin dejar 
de garantizar el abastecimiento de alimentos suficientes a una población en aumento. 
Sin embargo, en el África subsahariana la deforestación y la población han aumentado 
gradualmente en paralelo, siendo mayor la desaparición de bosques en las zonas donde 
se necesita madera como combustible o donde se necesita superficie forestal para 
actividades agrícolas. Otros factores, como la producción de cultivos industriales 
destinados a mercados externos ejemplos (algodón, cacao, café y tabaco), también ha 
contribuido a la deforestación; la adquisición de terrenos a gran escala por parte de 
inversores extranjeros ha acelerado recientemente este proceso en algunos países 
(Cotula, et al., 2009). 
1.2.1. Angola como país florestal. Historia época colonial. 
Angola es el segundo país más extenso del África subsahariana, con un 
patrimonio forestal casi único en la región, tanto en términos cuantitativos como 
cualitativos que de ser explotados de forma sustentable podrían contribuir con el 
desarrollo económico, social y ambiental del país, sin embargo, la contribución del 
sector forestal es mayor en la economía de subsistencia que en la economía formal 
(PIB) (MINUA, 2006), Actualmente cuenta con cerca de 57.8 millones de hectáreas de 
bosques lo que equivale aproximadamente a 46,4% de su superficie nacional (FAO, 
2015), repartida entre formaciones forestales naturales muy diversas y diferenciadas. El 
país posee 18 reservas forestales, con un área total de 2.7 millones ha (PDMPSA, 2012).  
Estas reservas fueron creadas antes de la independencia nacional, 
fundamentalmente como reservas estratégicas para futuras extracciones de materias 
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primas y plantaciones forestales de especies exóticas, tales como Eucaliptus, Pinus y 
Cupressus, en una superficie aproximada de 148,000 hectárea (PDMPSA, 2012). 
La demanda por leña y carbón, la agricultura itinerante y las quemadas 
anárquicas, por parte de las poblaciones del medio rural constituyen la principal causa 
de la deforestación en el país. En Angola la tasa de desforestación anual está estimada 
en 0,4% equivalente a una superficie aproximada de 150 mil hectáreas devastadas todos 
los años (MINUA, 2006). 
Atendiendo a la composición biológica, factores edáfoclimáticos y fisionómicos, 
en Angola se distinguen seis biomas: El Zambezíaco, Foresta Guinéo-congoles, Foresta 
Afromontano, Karoo-Namibe, Kalahari e Savana Mosaico da foresta Guineo- congoles 
(NBSAP, 2006),  (Figura 2).  
 
Figura 3. Mapa de los biomas de Angola. El mapa se representan los seis biomas (o divisiones fito-
ecológicas) definidos a través de la composición biológica y factores edáficos, climáticos y fisionómicos 
(Fuente: NBSAP, 2006). 
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El bioma Zambezíaco, ocupando más del 80% del territorio nacional, representado 
fundamentalmente por los miombos de Brachystegia. Este bioma desempeña una 
función social muy importante para las comunidades rurales ya que constituye una 
fuente de abastecimiento de energía doméstica, material de construcción, alimentos, 
medicina tradicional, pasto, apicultura y otras manifestaciones culturales. 
El bioma de Savana Mosaico da foresta Guineo-Congolesa ocupa un área de 
aproximadamente 51.911 km2. Este bioma está formado por sabanas con arbustos, en 
que predomina la Hiparrhenia, Andropogon, Trachiypogon y Cordatia, y de árboles de 
la especies de Strichnos, Erythrina, Cussonia, Piliostigma y Combretum, se encuentra 
rodeada por ríos, valles y bosques aislados que integran el bioma Guinéo-Congolês. 
El bioma Guinéo-Congolês está constituido por los bosques verdes de las 
provincias de Cabinda, Zaire, Uíje, Kwanza Norte y Kwanza Sul, representado 
fundamentalmente por la floresta de Maiombe ocupando un área de aproximadamente 
2.000 km2. A pesar de su importancia en términos de biodiversidad, en el contexto 
local, nacional, regional e global, esta foresta es poco protegido. Después de varias 
décadas de inestabilidad, y como resultado de altas densidades de población, la foresta 
de Maiombe sufre altas tasas de degradación; principalmente a través del constante 
corte de árboles y de la caza furtiva, tanto para fines de subsistencia como para fines 
comerciales.  
El bioma Floresta Afromontane es de enorme interés biogeográfico ya que 
representan los únicos bosques húmedos templados que restan, ya que estos bosques 
antes se distribuían de forma más amplia en el África sub-Sahariana. Actualmente estas 
formaciones están representadas en Angola de forma aislada. Una de las áreas 
Afromontanas más importantes ocurre en el Monte Môco en la Provincia de Huambo, y 
requiere medidas especiales de conservación debido a las perturbaciones 
antropogénicas, como el corte, la tala y la quema. 
 El bioma Karoo-Namibe que se extiende en las provincias de Namibe y Cunene, 
constituye un centro regional de endemismo por la presencia Welwitschia mirabilis 
planta endémica de esta región.  
El bioma de Kalahari, (de transición) ocupa una región entre los arbustos y 
matorrales de la cintura costera de la zona Karoo-Namibe y los bosques zambezíacos de 
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Brachystegia caracterizado por una serie continua de tipos de vegetación húmeda que 
actuan como una barrera entre los dos biomas más secos Karoo-Namibe y los bosques 
zambezíacos.  
 En cuanto a las eco regiones, el territorio Angoleño está dividido 
fundamentalmente en cinco tipos (NBSAP, 2006): (1) Bosque Tropical de Baja Altitud, 
localizado al noreste del país y se caracterizado por altas precipitaciones durante todo el 
año, alta evaporación, y baja fertilidad del suelo; (2) Sabana Húmeda, ocupa cerca del 
70% del territorio nacional y se caracteriza por precipitaciones anuales que varían entre 
500 a 1.400 mm en la estación lluviosa (octubre a abril); posee además una gran 
variedad de tipos de suelos generalmente pobres en nutrientes; (3) Sabana Seca: se 
encuentra ubicada en el Sureste de Angola, caracterizándose por precipitaciones anuales 
que varían entre 500 y 250 mm en la estación lluviosa (octubre a abril ) y suelos por lo 
general, fértiles con escasa vegetación; (4) Nama-Karoo: ubicada al Sureste del país y 
caracterizada por precipitaciones anuales media de entre 100 a 400 mm; donde cerca de 
60% ocurre en la estación lluviosa; y (5) Desierto: ubicado al Sureste de Angola a lo 
largo de una estrecha faja costera y se caracteriza por precipitaciones anuales medias 
muy bajas variando de 10 a 85 mm. 
1.2.2. Programas de plantaciones forestales de producción en el mundo. 
Según la FRA, (2010) la forestación y la reforestación son dos términos 
diferentes y utilizados con frecuencia en temas forestales. La forestación es la acción de 
establecer bosques mediante plantación y/o siembra deliberada en tierras no clasificadas 
como forestales. La reforestación se refiere al restablecimiento de bosques mediante 
plantación y/o siembra deliberada en tierras clasificadas como forestales, por ejemplo, 
tras un incendio forestal o tormenta, o poblada de matorral.  
La forestación y la reforestación no tienen por único objetivo el establecimiento 
de bosques para satisfacer fines productivos, sino, que también prestan servicios 
ecosistémicos (protección de las cuencas hidrográficas, control de la desertificación y la 
prevención de la erosión) y sociales (fuente directa de ingresos), (FRA, 2010). La FRA 
(2010), en la terminología de FAO a estas masas forestales se les denomina bosques 
plantados, que tienen la función de producción y protección, para diferenciarlas de las 
comprendidas bajo el término plantaciones, que son masas artificiales con función 
preferente la producción de madera en un marco de selvicultura intensiva.  
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Las plantaciones forestales a través de la introducción de especies arbóreas 
exóticas y su implantación en grandes macizos para la actividad productiva es una 
práctica común en numerosos países. Las plantaciones forestales con especies exóticas 
cubren aproximadamente 264 millones de hectáreas, que representan el 7% de todos los 
bosques en todo el mundo, y se expanden cada año por alrededor de cinco millones de 
hectáreas en promedio (Koen, et al., 2014).  
Esta implantación de masas forestales con fines productivos se realiza con un 
conjunto reducido de especies de las que se conoce su manejo silvícola e industrial. Por 
tal motivo se introducen en áreas distintas a las de su origen. Su cultivo intensivo es más 
fácil y resulta económicamente ventajoso en comparación con el de las especies 
arbóreas nativas, debido a que sobre las especies arbóreas exóticas se dispone de mayor 
información referente a las técnicas silvícolas para su manejo (viverización, plantación, 
podas y raleos) (Dodet y Collet, 2012). Sin embargo, estas introducciones de especies 
exóticas han iniciado en diferentes regiones del mundo procesos de invasión sobre los 
sistemas naturales y semi-naturales contiguos a las mismas, convirtiéndose en una 
amenaza para la biodiversidad (Sarasola, et al., 2006). 
El uso de coníferas (autóctonas y exóticas) en trabajos de plantación data en 
muchos países del hemisferio norte del siglo XIX con el fin de satisfacer la demanda 
prevista de los productos del bosque principalmente la madera (Brown, et al., 2015). 
Estas plantaciones ofrecen diversos beneficios de servicios ambientales, que incluyen el 
almacenamiento de carbono y la facilitación de la regeneración de especies arbóreas 
indígenas, además de producir agua y otros servicios ecosistémicos (Koen, et al., 2014). 
Esto ha hecho que muchos países como Brasil, haya promovido grandes plantaciones 
forestales con especies de los géneros Eucalyptus y Pinus, ocupando en 2011, una 
superficie de 6,5 millones de hectáreas (Zinn, et al., 2014). Situaciones análogas se han 
dado en otros países, como el caso del Bosque de Kibale, al oeste de Uganda, donde 
desde la década de 1960 y principios de 1970 se convirtieron áreas de pastizales en 
plantaciones para la producción de fibra de madera (Fimbel y Cheryl, 1996). 
1.2.3.  Programas de plantaciones forestales de producción en Angola. 
Durante las décadas de los años 60 y 70 se establecieron plantaciones de especies 
exóticas en polígonos forestales en las tierras altas de Angola (Planalto Central) con dos 
propósitos fundamentales: abastecer de combustible a las locomotoras a vapor de la 
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línea férrea de Benguela, y suplir de material a la Compañía de Celulosa del Ultramar 
Portugués (CCUP); posteriormente denominada Compañía de Celulosa del Alto 
Catumbela (IDF, 2010).  
Con la descolonización, los polígonos forestales fueron abandonados, en parte 
como consecuencia de la situación de inseguridad del medio rural. Esto convirtió a estos 
recursos forestales en la principal fuente de combustible de las poblaciones rurales. En 
este contexto, es urgente describir la situación actual de esos polígonos, y proponer 
alternativas de gestión de los polígonos forestales sobrevivientes, lo que contribuiría a 
mejorar la situación económica de las poblaciones  rurales. La extracción rentable y 
sostenible de estos recursos forestales puede garantizar su propia conservación, evitando 
otros usos alternativos de la tierra (cultivos o ganadería intensiva), que acostumbran a 
degenerar en procesos de deforestación. Una de las principales alternativas para la 
recuperación de estos bosques es la aplicación de técnicas de manejo forestal utilizando 
las llamadas “técnicas de explotación de impacto reducido”, es decir, un manejo que sea 
económicamente factible, socialmente justo y ambientalmente correcto (MINADER, 
2012). 
Actualmente el Gobierno de Angola reconoce en su documento sobre la Estrategia 
de Combate a la Pobreza, la importancia del sector forestal en el proceso de desarrollo 
socio-económico del País y, en particular, en el desarrollo rural integrado, ya que cerca 
del 60% de la población viven en el medio rural y tienen como principal fuente de 
subsistencia y renta la leña, el carbón, la carne de caza, la miel, los insectos, los frutos 
silvestres y los peces de aguas interiores (MINADER, 2012). 
En el año 1967, (época colonial) con la remodelación Orgánica del Instituto de 
Investigación Agraria de Huambo (IIAA) éste pasó a la División de estudios forestales y 
se designó como “Departamento de Estudios Forestales”, constituido por las divisiones 
de silvicultura, mejoramiento forestal, tecnologías forestales y aprovechamiento de los 
recursos zoológicos naturales. En aquellos años existían varios proyectos del (IIAA) 
que quedaron a cargo de este Departamento, entre ellos el proyecto 17/63-Introducción 
y adaptación de especies forestales exóticas. Para ejecutar este proyecto se instalaron 
varios ensayos en los diferentes Centros de Estudios (Chianga, Cela, Gangassol, Ganda, 
Humpata, Ceilunga y Luso) pertenecientes a las provincias de Huambo, Bié y Benguela 
(Planalto Central de Angola) (Figura 2). En el caso concreto de Huambo, en el centro de 
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estudio Chianga se instalaron dos ensayos: uno para estudiar la adaptación de Pinus spp. 
y Eucalyptus spp. y otro cultural, plantando especies de Pinus patula. Schl. et Cham. y 
Pinus elliottii  Engelm para futuros bancos de semillas. Para el caso de Pinus ssp., se 
tenía previsto completar la colección en años venideros con 20 especies más, 
procedentes de países como Vietnam, Formosa, Japón, Filipinas, México, Cuba y 
Bahamas, con el fin de probar su adaptabilidad en Angola para interés económico 
(IIAA, 1967). 
 
Figura 4. Provincias donde se instalaron los Centros de Estudios. El mapa muestra las tres provincias 
principales donde se instalaron los ensayos para ejecutar el proyecto de introducción de especies 
forestales exóticas en el Planalto Central de Angola (Adaptado de https://www.google.co.ao). 
 
  Variabilidad genética del género Pinus.  
El género Pinus es uno de los más importantes desde el punto de vista forestal, 
tanto por la cantidad de especies como por el valor económico que tienen muchas de 
ellas en sus países de origen y en los lugares donde han sido introducidas. Existen 
aproximadamente 120 especies del género Pinus, pero pocas de ellas son utilizadas 
comercialmente en el mundo, su comercialización es fundamentalmente como fuente de 
materia prima para las industrias de madera aserrada, resina, celulosa o papel. Las 
especies de este género presentan muchas ventajas cuando son comparadas con otras 
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candidatas a la silvicultura intensiva, producción e industrialización de la madera y de 
sus subproductos. Por ejemplo, las fibras largas de su madera son apropiadas para la 
fabricación de papel de alta resistencia, papel para impresión y otros tipos. Además, 
algunas especies producen resina a escala comercial. (Pinto, et al., 2013). 
 Cabe destacar que los beneficios de estas masas forestales no solo se relacionan 
con la producción de biomasa comercial, sino también con los servicios ambientales 
hidrológicos y de secuestro de carbono Hernández-Félix,  et al., (2017), lo cual 
contribuye significativamente a la mitigación del cambio climático.  
En México los pinos son catalogados como el primer género de árboles en 
distribución y área, ya que posee una elevada riqueza de taxones de este género, 
albergando alrededor de 40% de las especies conocidas a nivel mundial, con un total de 
47 especies, de las cuales 35 presentan distribución restringida al territorio mexicano, es 
decir, el 74% son endémicas. (Granados-Victorino, et al., 2015). 
Entre las especies forestales mexicanas de gran importancia ecológica y 
económica, Pinus patula y Pinus greggii; son especies que crecen formando masas 
puras o mezcladas, y en ocasiones asociadas. Debido a sus características de rápido 
crecimiento y adaptación a condiciones edáficas nutricionalmente pobres, asociado al 
hecho de producir madera de buena calidad, son ampliamente utilizadas en plantaciones 
de tipo comercial en países como México, India, Indonesia, Brasil, Sudáfrica y 
Colombia (Carrera y López, 2004). Estas dos especies fueron introducidas en Angola en 
la época colonial, adaptándose bien a las condiciones edafo-climáticas locales lo que 
posibilitó su rápida diseminación por todo el territorio nacional, en especial en el 
Planalto Central de Angola. Siendo las dos especies objeto de estudio de esta 
disertación. 
 La Genómica. 
La evaluación del estado de una población forestal, bien sea una planta de vivero, 
una repoblación joven o una masa forestal adulta, se ha realizado generalmente 
empleando técnicas fisiológicas. Así se han estudiado variables relacionadas con el 
estado hídrico de las plantas, como el potencial hídrico del xilema o el contenido 
relativo de agua; además de otras relacionadas con la fotosíntesis como la tasa de 
fotosíntesis neta, y la fluorescencia de la clorofila. En la concentración de todos esos 
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trabajos se ha generado mucha información, pero muchas son también las interrogantes 
generadas y que podrían ser potencialmente respondidas tras un estudio a nivel 
bioquímico y molecular. ¿Qué cambios a nivel molecular inducen esas respuestas 
fisiológicas? ¿Qué importancia cobra, a la hora de la toma de decisiones silvícolas, el 
conocimiento sobre la especie y su respuesta a situaciones potenciales de estrés hídrico? 
Para dar respuesta a estas y otras preguntas se han desarrollado una serie de técnicas de 
bioquímica y biología molecular, llamadas técnicas ómicas, como la Genómica 
funcional (transcriptómica y proteómica). Estás técnicas ómicas estudian la expresión 
génica y de proteínas de las especies relacionándolas con su funcionalidad, bajo 
condiciones ambientales determinadas, considerándolas un buen indicador del estado 
fisiológico de la planta en respuesta a distintos tipos de estrés (Ariza, 2011). Estos 
estudios constituyen un gran desafío, ya que la expresión génica de una célula es 
bastante dinámica dependiendo del estado de desarrollo, de la presencia de activadores 
o inhibidores y también de las condiciones ambientales (Pandey y Mann, 2000).  
Un ejemplo de las posibilidades que supone el conocimiento de la base genética 
de algunas especies y su variabilidad biológica es la de caracteres relacionados con su 
capacidad para responder a factores bióticos como parásitos, enfermedades y 
depredadores y abióticos, como el cambio climático (Alfonso-Corrado, et al., 2014). 
Las técnicas moleculares permiten a través de marcadores moleculares seleccionar 
variedades, procedencias o incluso genotipos (individuos concretos) de una misma 
especie que a priori se van a establecer y desarrollar con mayor facilidad en un 
ecosistema bajo unas condiciones concretas, en un momento determinado, y establecer 
las relaciones filogenéticas de muchos de esos géneros (Ariza et al., 2011). 
La Genómica estudia el contenido, organización, estructura y evolución de la 
información genética contenida en el genoma, teniendo entre sus objetivos descubrir la 
función, los mecanismos implicados en la regulación de la expresión y el modo en que 
los genes interaccionan entre sí (Pierce, et al., 2009). La genómica abarca dos áreas 
principales de estudio la genómica estructural y la genómica funcional. La genómica 
estructural está encargada de estudiar la organización y secuencia de toda la 
información genética contenida en el genoma, a través de la construcción de mapas 
genómicos, creados a partir de marcadores moleculares o a través de mapas físicos 
construidos a partir de la tecnología de DNA recombinante (Pierce, et al., 2009), 
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permitiendo, entre otras cosas, la secuenciación de los genomas con distintos métodos 
de secuenciación. (Alcalde-Alvites, 2015). 
Según (Lockhart y Winzeler, 2000) la genómica funcional se encarga del estudio 
del conjunto de genes expresados en una unidad biológica, en un momento determinado 
y bajo unas condiciones ambientales concretas. Tiene como objetivos: 
• Generar un catálogo de todos los genes y de su función. 
• Comprender el comportamiento de los sistemas biológicos y de los algoritmos 
genéticos que permiten el funcionamiento celular y el desarrollo de los 
organismos  
La genómica funcional  comprende un conjunto de disciplinas de estudio llamadas 
de forma genérica “-Ómicas” que son la proteómica o estudio del proteoma, es decir, 
las proteínas presentes en una unidad biológica en un tiempo (estadio de diferenciación 
y desarrollo) y bajo condiciones ambientales determinadas; la transcriptómica o estudio 
del transcriptoma, la parte del genoma (el conjunto de genes) que se expresa en una 
célula en una etapa específica de su desarrollo y bajo unas condiciones ambientales 
determinadas; y por último, la metabolómica, que estudia el conjunto total de 
metabolitos de una célula, consecuencia de la función de RNAs y proteínas y cuya 
interacción da lugar a un fenotipo concreto (Jorrín et al., 2009). 
La aplicación de la genómica funcional al ámbito forestal comenzó en los años 
noventa, con estudios de genética y mapeo genético de locus carácter cuantitativo 
(QTLs), es decir, aquellos caracteres cuantificables que varían de forma continua 
(Cervera, et al., 2001; Costa, et al., 2016). Gracias al avance técnico, a finales de los 
noventa se inició en distintos laboratorios el análisis simultáneo de miles de transcritos 
y proteínas, ayudando a comprender la función de proteínas, regulación génica en las 
especies arbóreas. (Plomion, et al., 2005).  
Las nuevas técnicas de la biología molecular aplicadas a estudios genéticos y 
moleculares en el área forestal permiten establecer relaciones de parentesco entre 
individuos (árboles) y progenies, y a su vez profundizar en la estructura y diversidad 
biológica de sus poblaciones (Pérez-Ramos, et al., 2014). 
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Estas técnicas moleculares (marcadores moleculares de ADN, transcriptómica, 
proteómica y metabolómica), junto con las de genética y bioquímica clásica, a menudo 
han sido utilizadas para caracterizar la variabilidad genéticas en especies forestales, 
como es el caso de la encina (Quercus ilex L.) (Jorrín y Navarro, 2014). Estos autores 
concluyen que estos estudios moleculares constituyen una herramienta eficaz para la 
caracterización genética de esta especie forestal y aún más teniendo en cuenta las 
previsiones del cambio climático.  
Estudios realizados con otras encinas (Quercus pyrenaica) aplicando técnicas 
moleculares (micro satélites nucleares, nSSR) a rebollos en rodales de monte bajo 
resalveado en Sierra Nevada, concluyen que independientemente del sistema silvícola 
aplicado existe una elevada diversidad genética de la especie en los montes bajos 
(Valbuena-Carabaña y Gil, 2014). Estos mismos autores plantean que la aplicación de 
marcadores moleculares en concreto micro satélites nucleares (nSSR) supone una 
herramienta adecuada, pues permite, además de caracterizar la diversidad genética 
intraespecífica, identificar correctamente los clones y las relaciones de parentesco entre 
los individuos de una población.  
Los datos obtenidos a partir de las pruebas genómicas no son suficientes al ser el 
genoma un sistema estático y fundamentalmente idéntico en cada organismo, mientras 
que el proteoma es muy dinámico y su análisis proporcionan una visión más detallada 
de lo que sucede en el interior de la célula. (Martín y Ballesteros, 2010). 
1.4.1. Proteómica  
Dentro de las técnicas ómicas, la proteómica, constituye un área de investigación 
prioritaria para cualquier organismo, ya que se encarga de estudiar los procesos 
biológicos que ocurren a través del análisis sistemático de las proteínas (orgánulo, 
célula, tejido, órgano, individuo, especies o ecosistemas), expresadas en cualquier etapa 
de desarrollo y en condiciones ambientales y fisiológicas específicas, por lo que refleja 
el estado actual de funcionamiento de un sistema biológico (García, et al., 2012). 
El término "proteómica" fue acuñado por Marc Wilkins, durante la reunión de 
Siena en 1994, para referirse simplemente al "complemento de proteínas de un genoma" 
(Wilkins, et al., 1996). Quince años después, la proteómica se ha convertido en algo 
más que un apéndice de la genómica o un enfoque experimental, convirtiéndose en un 
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complejo disciplinar y científico que estudia el proteoma celular (Abril, et al., 2011) 
(Figura 1.5). 
 
Figura: 1.5. Aumento de complejidad desde el genoma hacia el proteoma. Se muestra el grado 
de complejidad biológica de forma exponencial desde el gen portador de la información genética hasta las 
proteínas unidad funcional (http://www.profemorales.com/wp-content/uploads/2016/01/proteoma.png). 
La proteómica se ha desarrollado gracias al avance en las tecnologías, las cuales 
van encaminadas a separar, identificar y caracterizar proteínas con las que se pretende 
obtener información sobre la abundancia de las mismas, su localización, modificación e 
interacción. (Martín y Ballesteros, 2010). 
 Los avances tecnológicos más notables son los métodos de separación y análisis 
de proteínas por electroforesis bidimensional (2DE) y la cromatografía 
multidimensional, así como la identificación y cuantificación de proteínas mediante 
espectrometría de masas (MS) y posterior identificación por búsqueda en bases de datos 
a partir de los datos de huella peptídica o secuenciación “de novo” mediante 
herramientas bioinformática (Cánovas, et al., 2004; Jorge, et al., 2006).  
La espectrometría de masas en tándem, también conocida como MS / MS o MS2 
es una técnica consolidada, que durante la pasada década ha tenido un gran avance en el 
ámbito biológico, en la que los átomos o moléculas de una muestra son ionizados, 
mayoritariamente en modo positivo, separados por su relación masa/carga (m/z) y 
posteriormente detectados y registrados (García, et al., 2012), (Figura 1.6). 
Aplicación de técnicas de genómica funcional a la caracterización de la respuesta al estrés hídrico y a 





Figura 3.3: Espectrometría de masa MS/MS. En la espectrometría de masa en tándem se seleccionan 
péptidos precursores, generalmente los de mayor intensidad en el espectro MS1, para ser fragmentados y 
generar el espectro MS/MS o MS2 (fqb.fcien.edu.uy/docs/2014/Aplicaciones%20MS-
Proteomica_2014.pptx). 
 La ionización por electrospray ESI (Electrospray Ionization) y la ionización por 
láser desorción/ionización asistida por matriz MALDI (Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionization), son las dos técnicas más comúnmente utilizadas para volatilizar 
e ionizar las proteínas o péptidos, siendo una etapa crucial en el análisis por de 
espectrometría (MS) y lo corrobora el hecho de que estás metodologías hayan sido 
merecedores de dos premios Nobel en 2002 (Zhang, et al., 2013). Estos dos sistemas de 
ionización se utilizan con distintos analizadores que se acoplan de forma diferente según 
el problema analítico a resolver pero en general: MALDI se acopla con TOF y ESI se 
acopla con LTQ Orbitrap (Martín y Ballesteros, 2010). 
Para la identificación de proteínas se han desarrollado varias estrategias, entre las 
que se destacan la identificación mediante huella peptídica PMF, (peptide mass 
fingerprinting) utilizando un espectrómetro tipo MALDI-TOF y la otra es la 
aproximación basada en la secuenciación “de novo” por MS/MS (Damodaran, et al., 
2007; Sandoval-Usme, et al., 2009). 
Hoy en día se llevan a cabo múltiples investigaciones utilizando la proteómica 
como aproximación metodológica, destacando las áreas de biología y biomedicina 
(Görg, Weiss, & Dunn, 2004). En el campo agroforestal también se han realizados 
diversas investigaciones como por ejemplo, la respuesta de las plantas a diferentes 
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estreses (abióticos y bióticos) y en particular al estrés hídrico en los géneros Populus, 
(Durand, et al., 2011; Bohler, et al., 2013; Li, et al., 2014) Pinus, (He, et al., 2007; 
Ariza, 2011; Wang, et al., 2013; Xu y Wu, 2016 ) Eucalyptus, (Bedon, et al., 2012; 
Correia, et al., 2016) y Quercus (Valero-Galván, et al., 2013; Simova-Stoilova, et al., 
2015). También se ha utilizado para proporcionar información complementaria sobre las 
proteínas implicadas en la xylogenesis en pinos; concluyendo que la proteómica es un 
enfoque relevante para el seguimiento de los marcadores moleculares claves que 
intervienen en la formación y propiedades de la madera (Gion, et al., 2005; Paiva, et al., 
2008). Su valor también ha sido probado en estudios de mejoramiento tanto de 
poblaciones naturales como en plantaciones forestales, así como en estudios 
relacionados con la resistencia a plagas y enfermedades (Azofeifa, 2006). 
A pesar de ser considerada una herramienta muy poderosa para investigar las 
complejas respuestas de las plantas superiores a las tensiones ambientales, no obstante, 
se considera que la proteómica está muy lejos de ser explotada plenamente en la 
investigación de la biología vegetal, principalmente en especies forestales (Jorrín y 
Navarro, 2014), pudiendo deberse a las dificultades que tienen como sistema 
experimental, o por despertar mayor interés medioambiental que productivo. Incluso 
hay quien considere que todavía se encuentra en fase inicial si se compara con los 
estudios realizados en procariotas, levaduras y humanos (Khan, et al., 2007). 
Por ejemplo, en los últimos 15 años los resultados obtenidos por diversos 
investigadores han demostrado que el dinamismo, la variabilidad y el comportamiento 
de las proteínas son más complejos de lo que se pensaba; sin embargo, estas 
investigaciones en especies forestales son casi insignificantes si se comparan los 
estudios de las plantas arbóreas con las especies de plantas herbáceas, exceptuando a los 
estudios realizados con especies de plantas modelo como Arabidopsis thaliana (Abril, 
et al., 2011). Por lo tanto, el reto más importante en la proteómica es aclarar los 
principales procesos fisiológicos que determinan la tolerancia de las especies forestales 
a los diferentes estreses abióticos.  
 Estrés hídrico   
Estudios recientes indican que actualmente una de las mayores preocupaciones a 
escala mundial con respecto a las masas forestales es el estrés hídrico, por afectar su 
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crecimiento y supervivencia, seguida por el estrés térmico y la salinidad (García, et al., 
2013; Contreras, 2015). El estrés hídrico se produce cuando las plantas no tienen 
cubiertas sus necesidades hídricas, hasta el punto de provocar serias restricciones en su 
crecimiento, desarrollo y supervivencia (Ceacero, et al., 2012; Ortuño, et al., 2015). 
Entre sus causas se encuentran la escasez de humedad durante la época de estiaje, la 
distribución irregular de la lluvia, el pobre contacto entre el cepellón y el suelo, así 
como las bajas temperaturas, las cuales dificultan la absorción del agua por las raíces 
(Prieto, et al., 2012). 
Se prevé que para las próximas décadas las alteraciones climáticas aumenten la 
sequía en algunas áreas del planeta, debido a la disminución de la cantidad y frecuencia 
de las precipitaciones y el aumento de la temperatura global que favorecerá aún más las 
pérdidas por evapotranspiración (Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), 
(Thornton, et al., 2014). Por otro lado, el cambio climático genera nuevos riesgos para 
los sistemas naturales y humanos, los cuales podrían limitarse a un sector o región en 
particular (IPCC, 2014). Según Oguntunde, et al., (2014), las previsiones son 
particularmente más graves en África occidental, provocando, alteraciones en los 
ecosistemas, la reducción en la disponibilidad de agua y la disminución de la 
producción agrícola y de alimentos. 
El agua para las plantas es extremadamente importante ya que influye en la 
mayoría de los procesos fisiológicos, como la fotosíntesis, la respiración, la síntesis de 
compuestos químicos, la división y elongación celular, el transporte de elementos 
esenciales y la termorregulación foliar de las plantas (Claeys e Inze, 2013); es decir que 
de modo general el deficit de agua provoca cambios en las plantas tanto a nivel  
morfológicos, fisiológicos, bioquímicos como moleculares, afectando directa o 
indirectamente su desarrollo (Akıncı y Lösel, 2012). 
La aridez global ha aumentado substancialmente desde la década de 1970, debido 
a un aumento reciente de la sequía en África, el Sur de Europa, Este y Sur de Asia, y el 
Este de Australia. Las áreas definidas como secas (entre las coordenadas 60 ° S y 75 ° 
N) han aumentado de 17 % en los años 1950 a cerca de un 27% en la década del 2000 
(Dai, 2011). 
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En todos los ecosistemas, específicamente en los áridos y semiáridos, la sequía es 
un período crucial en el que las plantas experimentan una competencia por el agua, 
(López, et al., 2009). Durante estas condiciones las plantas deben ajustar sus procesos 
fisiológicos para contrarrestar dicha situación de estrés. Las respuestas y los 
mecanismos o estrategias de las plantas para hacer frente a la escasez de agua se pueden 
dividir en dos grandes categorías. (Lawlor, 2013; Claeys e Inze, 2013): 
• Evitación del estrés, que es la capacidad que tienen las plantas para mantener su 
potencial hídrico relativamente alto en condiciones de estrés hídrico, mediante el cierre 
estomático y el ajuste osmótico.  
•  Tolerancia al estrés, que se refiere a la capacidad de las plantas en disminuir la 
actividad química del agua concentrar las macromoléculas y por tanto producir cambios 
en la membrana celular. 
Para adaptarse al ambiente, las plantas activan un gran número de genes, lo que 
conduce a una acumulación de proteínas asociadas específicamente a estrés 
(Nakashima,  et al., 2012). La respuesta de las plantas a los diferentes tipos de estrés 
(bióticos e abióticos) generalmente modifica el patrón proteico. Estos cambios están 
relacionados con modificaciones en la expresión de genes específicos, relacionados con 
la producción de enzimas clave en la vía de síntesis de osmólitos, proteínas con función 
protectora, enzimas antioxidantes, factores de transcripción y otras proteínas 
involucradas en las respuestas al estrés hídrico. Todos estos cambios dependerán de  la 
naturaleza (tipo de estrés), duración y severidad del estrés (Moreno, 2009; Baerenfaller, 
et al., 2012; Verelst, et al., 2013). 
El conocimiento de los mecanismos de resistencia al estrés permite comprender 
los procesos evolutivos implicados en la adaptación de las plantas a un ambiente 
adverso y predecir hasta cierto punto la respuesta vegetal al incremento de la adversidad 
asociada en muchos casos al cambio global. Además, este conocimiento puede ser 
aplicado para mejorar las características de las plantas tanto en su fase de cultivo como 
en la selección de variedades que se ajusten a unos requerimientos ambientales 
determinados o, simplemente, a mejorar la productividad de una especie (Valladares, et 
al., 2008). 
Aplicación de técnicas de genómica funcional a la caracterización de la respuesta al estrés hídrico y a 




Las plantas perciben las señales del medio ambiente y las transmiten a la 
maquinaria celular. De esta forma se activan procesos utilizando mecanismos complejos 
que les permiten aclimatarse. La respuesta consiste, en general, en cambios en el tipo, 
cantidad o actividad de determinadas proteínas de la planta, generando componentes 
útiles para las nuevas condiciones y eliminando los superfluos (Giacomelli, et al., 
2008). 
Las alteraciones metabólicas y fisiológicas, comienzan por una reducción de los 
pigmentos fotosintéticos, (clorofila a/b y carotenoides) responsables por la baja 
productividad de biomasa vegetal en las plantas estresadas. (Zingaretti, et al., 2013). 
 La deshidratación también disminuye la superficie de la hoja expuesta a la 
energía solar y, junto con el cierre de los estomas disminuyen las pérdidas de agua por 
transpiración, este cierre estomático se produce por el balance hormonal integrado entre 
ABA, auxinas (Ax) y citoquinina (Ck), lo cual va a provocar una reducción en la 
asimilación del CO2, la cantidad de ATP y el nivel de la ribulosa bisfosfato y por 
consiguiente una disminución de la enzima rubisco, responsable de la fijación de CO2 
(Silva, et al., 2010). 
 Otra señal de respuesta al estrés hídrico son los cambios en el contenido de 
hidratos de carbono tales como sacarosa y rafinosa, junto con el desequilibrio de 
hormonas vegetales, como el ácido abscísico (ABA) que aumenta sustancialmente su 
nivel en raíces y brotes en estas condiciones (Leach, et al., 2011). El aumento del ABA 
trae consigo un aumento en la producción de especies reactivas de oxigeno ROS 
(capacidad antioxidante) y la activación de enzimas antioxidantes tales como 
superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (Zingaretti, et al., 
2013). El aumento de los niveles de ABA también juegan un papel importante en el 
control de la ascorbato peroxidasa (APX) y la glutatión reductasa (GR), evita el estrés 
oxidativo y la acumulación excesiva de etileno (ET), manteniendo así indirectamente el 
crecimiento de las raíces y los brotes. (Sharp, 2002; Yang, et al., 2003). Otros 
mecanismos relevantes son la síntesis de proteínas protectoras como aquaporinas 
(transporte de agua), la activación de la proteína G, el aumento del Ca2+ citosólico y el 
aumento de la fosforilación/defosforilación de proteínas (Zhang, et al.,  2012). En la 




Figura 4. Respuesta de las plantas antes el estrés hídrico. El esquema representa los principales  mecanismos que 
utilizan las plantas en condiciones de estrés hídrico (Adaptado de  Zingaretti et al., 2013)  
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Resumiendo el objetivo de los mecanismos de evitación del estrés es equilibrar la 
absorción y la pérdida de agua. La absorción de agua se ve mejorada por la acumulación 
de solutos para reducir el potencial de agua de los tejidos y por el aumento de 
crecimiento de las raíces; mientras que la pérdida de agua por evaporación es limitada 
por el cierre de los estomas, lo que a la vez restringe el crecimiento de brotes y acelera 
la senescencia foliar. Y los mecanismos de tolerancia al estrés por su parte tienen por 
objetivo proteger a la planta contra el daño celular cuando el estrés se vuelve más 
severo y los mecanismos de evitación del estrés ya no son suficientes.  
Ambos mecanismos de evitación y tolerancia de estrés, incluyen la 
destoxificación de las especies reactivas de oxígeno (ROS) y la acumulación de 
proteínas protectoras como las proteínas LEA (Late Embryogenesis Abundant) y solutos 
tales como prolina, la cual tiene una doble función como osmólito y osmoprotector. 
Tanto las respuestas de evitación como las de tolerancia son orquestadas principalmente 
por el ácido abscísico (ABA) (Nakashima, et al., 2009). Aunque los mecanismos ABA-
independientes, como los relacionados con proteínas del tipo Drought Responsive 
Element-Binding (DREB) también juegan  un rol importante (Zurita-Silva, et al., 2014). 
Las plantas también responden al estrés por déficit hídrico a nivel celular y 
molecular; a nivel molecular la respuesta al estrés hídrico incluye numerosos 
mecanismos de control a distintos niveles como la regulación post-transcripcional, post-
traduccional o epigenética (Hirayama y Shinokazi, 2010; Vaahtera y Brosché, 2011).  
Por ser la sequía uno de los factores críticos que limitan el crecimiento de la 
planta, el conocimiento sobre la adaptación genética a la sequía es necesario para 
desarrollar estrategias para la reforestación y forestación exitosa en los sitios propensos 
a la sequía (Espinoza, et al., 2014). 
1.6. Micorrizas. 
Desde los inicios de la evolución, una de las estrategias más antiguas, realizada 
por diferentes organismos para mejorar su adaptación al medio en el que habitaban ha 
sido establecer asociaciones simbióticas con otros individuos de otras especies. Dentro 
del ámbito forestal tienen especial relevancia, las micorrizas (Smith y Read, 2008).  
Esta asociación en las últimas décadas se ha convertido en una herramienta útil en 




desarrollo competitivo y sostenible de los sistemas de producción (Ruscitti, et al., 
2015).  
La presencia de micorrizas, asociación simbiótica entre la raíz de una planta 
(fitosimbionte) y las hifas o células de determinados hongos (micosimbionte), aumenta 
la resistencia de las plantas frente a los estreses ambientales (sequía) y los provocados 
por patógenos, además de mejorar la estructura y calidad del suelo (Pouyu-Rojas, et al., 
2006; Navarro-Fernández, et al., 2013; Goetten, et al., 2016; Torres-Arias, et al., 2017). 
Este aumento a la resistencia por parte de las plantas micorrizadas a diversos tipos de 
estreses biótico (patógenos del suelo) y abiótico (hídrico, salino o por metales) puede 
deberse al papel crucial que el hongo desempeña en la absorción y el transporte de agua 
y de nutrientes, ya que el micelio fúngico funciona como una extensión del sistema 
radical permitiendo aumentar la superficie de absorción (Lehto y Zwiazek, 2011)  
Aproximadamente el 80 al 90 % de las plantas vasculares requieren las micorrizas 
para su nutrición; las coníferas en particular la requieren para sobrevivir (Urgiles, et al., 
2016). Las micorrizas pueden distinguirse, según la clasificación tradicional, en base a 
su estructura y morfología en dos grandes grupos (Figura 5): micorrizas "endotróficas" 
y micorrizas "ectotróficas". Las micorrizas endotróficas surgen cuando las hifas del 
hongo penetran en el interior de los tejidos radicales del huésped; mientras que los 
hongos que forman las micorrizas ectotróficas, envuelven superficialmente y de manera 
muy abundante las terminaciones radicales, penetrando en los tejidos celulares de 
manera muy limitada, en la que el hongo desarrolla una estructura laberíntica a través 
del apoplasto del córtex de la raíz, llamada red de Hartig, donde se lleva a cabo la 
transferencia de nutrientes entre las células fúngicas y las plantas (Galindo-Flores, et al., 
2015). Este tipo de asociación representa sólo el 5% de las asociaciones simbióticas, 
pero, son muy importantes en muchas especies forestales como: Pinus sp, Quercus sp. y 





Figura 4. Tipos de micorrizas. El diagrama muestra diferentes tipos de micorrizas A) Endomicorrizas y B) 
Ectomicorizas (Adapatado de Agarwal y Sah, 2009).Ar = arbúsculos, C = Hifas en espiral, Eh =Hifas 
Extramatrical, Hn = Red de Hartig, Fs = Vaina fúngica, P = Saliente, Sc = Esclerocios, V =Vesículas.  
En especies forestales, destacan las ectomicorrizas, simbiosis entre gymnospermas 
en general y algunas familias de angiospermas y hongos Ascomicetos y Basidiomicetos 
(más de 20.000 especies) (Urgiles, et al., 2016). Entre los hongos micorrizicos más 
utilizados para mejorar la calidad de planta forestal y conseguir una adecuada 
revegetación, por ser especies de fácil manipulación y que a su vez producen inóculo 
con gran capacidad de micorrización, destacan Pisolithus tinctorius, Laccaria laccatta 
Amanita muscaria y Suillus granulatus. Estos hongos favorecen el establecimiento, 
supervivencia y desarrollo de la planta en etapas tempranas al facilitar la absorción y el 
transporte de nutrientes tales como P, K, NH4, NO3, Ca y agua (Brundrett, 2004; Finlay, 
2004; Jones, et al., 2004; Carrasco-Hernández, et al., 2010). 
La micorrización es un fenómeno ampliamente estudiado en el ámbito forestal. 
Múltiples estudios en las últimas décadas por científicos de varios países han concluido 




resultados positivos en la supervivencia en condiciones semiáridas (Martínez-García, 
2011). La importancia ecológica de esta asociación se fundamenta en que mejora la 
capacidad de la planta para la adquisición de nutrimentos minerales y agua del suelo, ya 
que aumenta significativamente el área de contacto de la raíces con el suelo. Esto es de 
gran importancia en el crecimiento vegetal y en la producción de biomasa de las planta 
(Carrasco-Hernández, et al., 2010; Ruiz, et al., 2011; Costa, et al., 2016). Además, las 
micorrizas tienen un efecto en la relaciones hídricas de la planta y del suelo en 
condiciones de estrés, ya que, modifican la conductividad estomática, la tasa 
fotosintética y la transpiración en la planta; por otro lado los exudados fúngicos 
promueven la cohesión de las partículas del suelo incrementando la retención de agua 
por parte del sustrato (Garzón, 2016). 
La inoculación con hongos micorrícicos es considerada una buena práctica, pues 
encaja dentro de una gestión biológica dirigida hacia un manejo sustentable y 
respetuoso del ambiente. (Ruscitti, et al.,  2015). En los ecosistemas áridos y semiáridos 
en particular, la inoculación con hongos micorrícicos se considera una alternativa para 
incrementar el crecimiento, supervivencia y rendimiento de los cultivos o de otras 
especies vegetales silvestres en condiciones de sequía en que las plantas compiten por el 
agua para contrarrestar el estrés (Barroetaveña, 2003). 
Los estudios realizados sobre el efecto de las micorrizas en plantas sometidas a 
estrés hídrico, demuestran que las plantas micorrizadas crecen y mejoran su estado 
hídrico si las comparamos con las plantas no micorrizadas (Hernández y Salas,  2009; 




1.7 Hipótesis y justificación de la Tesis 
 Angola es un país dependiente totalmente de la industria diamantífera y 
petrolífera, por lo tanto la apuesta por nuevas áreas que permitan la diversificación de la 
economía como son la agricultura y la industria forestal sería una estrategia importante 
para el sector económico del país; y más teniendo en cuenta el potencial natural que 
posee y las predicciones en cuanto al aumento de la temperatura media mundial en las 
próximas décadas asociadas al cambio climático. Esto provocará un aumento de la 
sequía en algunas áreas del planeta, representando una seria amenaza para la agricultura 
y la silvicultura en todo el mundo, y fundamentalmente para el continente africano, 
debido a la falta de recursos y de adaptación a estos cambios. Por ejemplo, ya se ha 
establecido que la seca estacional en Angola es uno de los principales factores limitante 
en la supervivencia y el crecimiento de las plantas, si añadimos esto a la falta de 
recursos por parte de los productores, entonces la comprensión de la capacidad de 
supervivencia y resiliencia de las especies de coníferas exóticas introducidas en Angola 
a períodos de estrés hídrico severo podría permitir un manejo adecuado de las diferentes 
especies a futuros escenarios comenzando a partir de la etapa de viverización mediante 
el uso de micorrizas. 
 La micorrización podría ser una de alternativas que permita minimizar los daños 
de la sequía. Sin embargo, a pesar de saber que estos hongos son simbiontes obligados 
de las plantas y están presentes en todo tipo de ecosistemas terrestres colonizando la 
mayoría de las plantas vasculares, existen pocos datos sobre su función en los 
ecosistemas áridos como es el caso de Angola. Por lo que la hipótesis de trabajo en esta 
disertación es confirmar si la micorrización será la estrategia efectiva que permitirá 





El objetivo de esta tesis doctoral es aplicar técnicas de genómica funcional 
(proteomica) como herramienta en la caracterización de dos especies de pinos (Pinus 
greggi y P. pátula) empleadas en la repoblación forestal de la estación forestal 
experimental de Chianga (Huambo, El material seleccionado y caracterizado se 
empleará para estudiar la respuesta diferencial de estas especies a situaciones de estrés 
hídrico y a la micorrización en condiciones controladas. 
Objetivos Específicos 
• Analizar e identificar las proteínas expresadas diferencialmente en semillas de 
Pinus patula y P greggii con un enfoque basado en el análisis por espectrometría 
de masa nLC LTQ Orbitrap. 
• Comparar la respuesta morfofisiológica y molecular de Pinus patula y Pinus 
greggii a las condiciones naturales (época seca y lluviosa) de la Meseta Central 
de Angola en condiciones controladas. 
• Evaluar el efecto de la inoculación del hongo ectomicorrízico Pisolithus 
tinctorius en plántulas de P.patula sometidas a estrés hídrico a través de un 
análisis morfofisiológico y proteómico en condiciones controladas.   
Este trabajo de tesis contará con cinco capítulos relacionados según la secuencia 
metodológica establecida. Cada uno de éstos se desarrollará en un marco metodológico 
diferenciado, tal y como describimos a continuación: 
CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN GENERAL 
CAPITULO 2. Determinación de la expresión de proteínas de semillas de dos 
especies de Pinus  (Pinus greggii Engelm. y Pinus patula Schiede and Deppe in 
Schlecht.) a través de genómica funcional (Proteómica). 
Objetivo: Caracterización de la semilla de la especies de Pinus (Pinus patula y 
Pinus greggii) empleadas en la repoblación forestal realizadas en el polígono forestal de 
Chianga (Huambo, Angola) a través de marcadores moleculares (proteínas). 
CAPITULO 3. Comportamiento fisiológico y molecular de Pinus patula Schiede 




condiciones naturales de crecimiento del Planalto Central de Angola (época seca y 
época de lluvia).   
Objetivo: Evaluar la respuesta al estrés hídrico a través de variables fisiológicas y 
moleculares en plantas de Pinus patula y Pinus greggii. 
CAPÍTULO 4. Análisis fisiológico y proteómico de plantas de  Pinus (Pinus 
greggii)  micorrizadas con Pisolithus tinctorius (Pers.) bajo déficit hídrico. 
Objetivo: Evaluar la respuesta al estrés hídrico en plantas de Pinus patula con 
tratamientos de micorrizas en condiciones controladas.   
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES GENERALES  
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2.1. Introducción  
En el ámbito forestal, uno de los géneros botánicos más destacado es el género 
Pinus, tanto por la cantidad de especies como por el valor económico que tienen muchas 
de ellas, tanto en sus países de origen como en aquellos lugares donde han sido 
introducidas. En el caso de Angola, varias especies de Pinus fueron introducidas en la 
época colonial, durante los años 60 y 70, en especial de procedencia mexicana. Estas 
plantaciones se establecieron con dos objetivos, probar su adaptabilidad en las tierras 
altas de Angola (Planalto Central) a través de proyectos de investigación forestal; y 
como reserva estratégica para futuras extracciones de materias primas (PDMPSA, 
2012). En estos programas se usaron pinos mexicanos que, en su mayoría, se 
caracterizan por su rápido crecimiento y por la resistencia a condiciones adversas, como 
la sequía, las heladas, los incendios, el pastoreo, el ataque de algunas plagas y por su 
capacidad para establecerse en suelos con bajo contenido nutricional, (Rodríguez, et al., 
2013), como el caso de los suelos ferralíticos presentes en el Planalto Central (Diniz, 
1998). Por estas características, el género Pinus ha sido muy utilizado en programas de 
restauración y conservación. Dentro del grupo de especies subtropicales de Pinus se 
destacan Pinus patula Schl et Cham. y Pinus Greggii Engelm., que no sólo se han 
utilizados por su potencial en programas de restauración, sino también para el 
establecimiento de plantaciones forestales comerciales en ambientes diversos (Landa, 
Mendizábal, & J., 2005). Por ejemplo, Pinus patula es la conífera más intensamente 
plantada en América, Australia, Asia, y África (Muñoz, Orozco, Coria, & García, 2010), 
estimándose en más de un millón de hectáreas de plantaciones en el mundo, de las 
cuales aproximadamente la mitad están plantadas en el continente africano (Wessels, et 
al., 2015).  
En las últimas décadas las investigaciones en el campo forestal están 
aumentando vertiginosamente en campos relativamente nuevos como la biotecnología 
(FAO, 2017). Gracias a los avances en la biología molecular se han desarrollado 
métodos de identificación y caracterización de especies basados en el uso de marcadores 
moleculares, los cuales han sido propuestos como una herramienta válida para evaluar 
el crecimiento, productividad y respuestas a diferentes estreses abióticos y bióticos, y en 
particular al estrés hídrico en los géneros Populus (Bohler, et al., 2013; Li, et al., 2014), 
Pinus (Wang, et al., 2013; Xu y Wu, 2016), Eucalyptus (Bedon, et al., 2012; Correia, et 
al., 2016) y Quercus ilex (Valero-Galván, et al., 2013; Simova-Stoilova, et al., 2015). 
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También se usan para evaluar el efecto del manejo forestal sobre la variabilidad 
genética y sistemas reproductivos (Alfonso-Corrado, et al., 2014). Estas herramientas 
son aplicables a cualquier tipo de material vegetal independiente de la época del año en 
que se realiza el análisis; permitiendo la identificación correcta de la variedad sin 
necesidad de muchos caracteres (Azofeifa-Delgado, 2006). 
Las nuevas técnicas de biología molecular aplicadas a estudios genéticos y 
moleculares en el área forestal permiten establecer relaciones de parentesco entre 
individuos (árboles) y progenies, y a su vez profundizar en la estructura y diversidad 
biológica de sus poblaciones (Pérez-Ramos, et al., 2014). Dichas técnicas moleculares 
(marcadores moleculares de ADN, transcriptómica, proteómica y metabolómica), junto 
con las de genética y bioquímica clásica, han sido utilizadas para caracterizar la 
variabilidad genética en especies forestales, como la encina (Quercus ilex L.) (Jorrín y 
Navarro-Cerrillo, 2014). Estos autores concluyen que estos estudios moleculares 
constituyen una herramienta eficaz para la caracterización genética de esta especie 
forestal. El análisis del perfil proteico de una muestra de un tejido dado, por ejemplo, 
semilla, es de gran utilidad ya que permite detectar la variabilidad en cuanto a tipos y 
concentraciones de proteínas e identificar proteínas como marcadores fenotípicos, de 
población o de genotipos élite (Toledo, et al., 2001; Almaraz, et al., 2002; Rodríguez de 
Francisco, et al., 2016). 
Este estudio se realiza teniendo en cuenta la importancia trascendental que tiene 
el conocimiento de la variabilidad genética para la selección del material vegetal 
apropiado en los programas de repoblación forestal en el mundo y en particular en 
Angola. El objetivo principal del estudio es caracterizar, a través de marcadores 
moleculares (proteínas), las semillas de dos especies de Pinus, P. patula y P. greggii, 
empleadas en las parcelas de ensayos de repoblación forestal realizadas en el polígono 
forestal de Chianga (Huambo, Angola).  
Este objetivo general ha sido alcanzado a través de la identificación y análisis de 
las proteínas expresadas diferencialmente en las semillas de P. patula y P greggii, con 
un enfoque basado en el análisis por espectrometría de masa nlC- MS/MS.  
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2.2. Materiales y métodos 
2.2.1. Material vegetal 
El trabajo se llevó a cabo en el Laboratorio del Grupo de Investigación de 
Evaluación y Restauración de Sistemas Agrícolas y Forestales (RNM360) de la 
Universidad de Córdoba, España. Para el estudio fueron utilizadas semillas certificadas 
de las especies de Pinus patula y Pinus greggii procedentes de México, suministradas 
por el Banco de Semillas del Centro de Genética Forestal de México (CNRGM) (Figura 
2.1 y Tabla 2.1). 
Las semillas utilizadas fueron previamente desinfectadas por inmersión en una 
solución de hipoclorito de sodio NaClO al 5% y aclaradas posteriormente con agua 
corriente. 
 
Figura 2.1. Material vegetal utilizado en el estudio.  (A) Semillas de P. patula,  (B). Semillas de P. 
greggii. 


























133,06 > 10 6-7% 85-87% 12-15 
Fuente: (SIRE-Paquetes Tecnológicos, 2001) 
2.2.2. Diseño experimental  
Como todo experimento característico de proteómica se siguieron los siguientes 
pasos: muestreo, preparación del tejido, célula u orgánulo, extracción de proteínas, 
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separación de proteínas, análisis mediante espectrometría de masas, identificación de 
proteínas, análisis estadístico de los datos y finalmente la validación de los resultados 
(Zhang, et al., 2013); (Figura 2.2).  
 
Figura 2.2. Etapas en un experimento de proteómica shotgun. i) Digestión de proteínas; ii) separación 
por UPLC; iii) Obtención de espectros de fragmentación MS/MS en el espectrometro de masas nLC-
LTQ-Orbitrap y v) Comparación en el motor de búsqueda de los  espectros empíricos con espectros 
teóricos asignando una puntuación. 
 
2.2.3. Extracción de proteínas  
La extracción de proteínas se realizó según la metodología del 
TCA/Fenol/Acetona, descrita por Wang et al., (2006). Primero se maceraron en un 
mortero las semillas de Pinus patula y Pinus greggii con nitrógeno líquido hasta obtener 
un polvo fino. Se pesaron seis muestras de polvo (0,2 g) representando las tres réplicas 
biológicas utilizadas para cada una de las especies. El precipitado proteico obtenido con 
este protocolo se resuspendió en un medio de solubilización compuesto por urea 7 M, 
tiourea 2 M, CHAPS al 4% [p/v], Triton X-100 0,5% [v/v] y DTT 100 mM. La solución 
resultante se centrifugó a 12000 rpm durante 10 minutos y por último se cuantificaron 
las proteínas por el método Bradford, utilizando albúmina sérica bovina (BSA) estándar 
para la curva patrón (Maldonado, et al., 2008). Las proteínas extraídas fueron 
conservadas a -80ºC hasta la electroforesis. 
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2.2.4. Identificación de proteínas nLC-MS/MS. 
2.2.4.1 Preparación de las muestras 
La identificación de proteínas se realizó en el Servicio Central de Apoyo a la 
Investigación (SCAI) de la Universidad de Córdoba. Las proteínas extraídas fueron 
separadas por cromatografía líquida en un Dionex Ultimate 3000 nano UPLC (Thermo 
Scientific) y posteriormente analizadas por espectrómetro de masa Thermo Orbitrap 
Fusion (Q-OT-qIT, Thermo Scientific) según la metodología descrita por Valledor, et 
al., (2012). Los extractos de proteínas fueron purificados en un gel 1-D (SDS-PAGE) al 
10% de poliacrilamida. Las muestras se cargaron en un gel concentrador mediante una 
corriente de 100 V hasta que el extracto de proteína alcanzó el gel de resolución y 
desplazado en su interior 1 cm. El gel resultante se tiñó con azul de Coomassie 
(Coomasie Blue). Las bandas de proteína obtenidas fueron cortadas en piezas y 
mantenidas en agua hasta su digestión. 
 2.2.4.2 Digestión de proteínas  
Las piezas de gel se destiñeron con una solución de 200 mM de bicarbonato de 
amonio (AB) en acetonitrilo (ACN) al 50% durante 15 minutos, seguido de 5 minutos 
en ACN al 100%. Las proteínas contenidas en las piezas de gel fueron reducidas 
mediante la adición de 20 mM de ditiotreitol (DTT) en 25 mM AB incubándose durante 
20 min a 55 °. Cuando la mezcla se enfrió hasta temperatura ambiente, se le adicionó 40 
mM de yodoacetamida en 25mM de AB y se dejó en oscuridad durante 20 min para la 
alquilación de tioles libres. Finalmente las piezas de gel fueron lavadas dos veces con 
25 mM AB. 
La digestión proteolítica se realizó con tripsina (Promega, Madison, WI) a una 
concentración de 12,5 ng / μl en AB 25 mM, se incubó a 37 º C durante una noche y se 
detuvo con la adición de ácido trifluoroacético (TFA) al 1% de concentración final. Por 
último las muestras digeridas fueron secadas al vacío en Speed-VacSpeedVac. 
2.2.4.3 Análisis nLC- MS/MS 
La mezcla de péptidos resultante de la digestión fue limpiada para eliminar las 
sales en una columna Acclaim Pepmap de 300 μm de longitud x 5 mm de diámetro 
(Thermo Scientific) con (ACN) al 2% / TFA al 0,05% durante 5 min a 5 μl / min. La 
separación de péptidos nLC se realizó con el equipo Dionex Ultimate 3000 nano UPLC 
(Thermo Scientific) con una columna analítica C18 75 µm longitud x 50 mm diámetro 
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Acclaim Pepmam column (Thermo Scientific) a 40 ° C para todas las ejecuciones. La 
Fase móvil A estaba compuesta por ácido fórmico al 0,1% y la Fase móvil B por ACN 
al 20 % más ácido fórmico al 0,1%. En la elución se utilizaron los siguientes gradientes 
de 4-35% de fase B durante 60 minutos; 35-55% de B durante 3 minutos; 55-90% de B 
durante 3 minutos seguido de lavado de 8 minutos a 90% de B y un reequilibrio de 12 
minutos a 4% de B. El tiempo total de cromatografía fue de 85 min.  
Los péptidos resultantes de la elución fueron transformados en iones de fase 
gaseosa mediante ionización por electropulverización nanométrica y se analizaron en un 
espectrómetro de masas Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT-qIT, Thermo Scientific) 
operado en modo positivo. Se realizaron barridos de estudio de precursores peptídicos 
en un rango 400 a 1500 m/z a una resolución de 120 K (a 200 m/z). La espectrometría 
de masa tándem (MS/MS), se realizó con un aislamiento a 1,2 Da con el cuadrupolo y la 
fragmentación, por el método de disociación inducida por colisión CID (collision-
induced dissociation) normalizada de 35%. Apenas se muestrearon para MS/MS 
aquellos iones precursores con estado de carga entre 2-5. La duración de exclusión 
dinámica se estableció en 15 s con una tolerancia de 10 ppm alrededor del precursor 
seleccionado y sus isótopos. La fragmentación MS2 se realizó para un máximo de 30 
iones precursores con ciclos de 3 segundos.  
Finalmente los espectros obtenidos del análisis de masas, fueron analizados con 
el software Proteome Discoverer v. 2.1.0.81 (Thermo Scientific) y el motor de búsqueda 
SEQUEST/ HT utilizando la base de datos específica para Pinus sustainpine v3 
(http://www.scbi.uma.es/sustainpinedb/home_page). Esta base de datos fue generada a 
partir de predicciones génicas de la última versión de ensamblado del genoma 
específico de Pinus pinaster, extrayendo las proteínas a partir de la secuencias de 
transcritos, identificando el frame de lectura correcto y comparándolo con blastx 
sustainpine vs. Acrogymnospermae (ancestro), el cual se utilizó para traducir las 
secuencias que tenían homología. Aquellas secuencias que no fueron homologadas, se 
les tradujo los 6 frames conservando el frame de lectura mayor.  
Los péptidos se generaron por digestión tríptica teórica. Como modificaciones 
fijas se consideraron la carbamidometilación de cisteína, y como modificación variable 
la oxidación de metionina, tolerancia de error para iones precursor de 10 ppm e iones 
productos (fragmentados) de 0.1 Da. Las coincidencias espectrales de péptidos (PSM) 
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se validaron con Proteome Discoverer, usando un filtro basado en valores de un 1% de 
la tasa de falsos descubrimientos FDR (False Discovery Rate).  
2.2.5. Clasificación funcional de las proteínas. 
Las proteínas identificadas por análisis de nLC LTQ Orbitrap, fueron anotadas 
funcionalmente mediante el software Blast2GO (v.4. 1.9) (Conesa y Götz, 2008) contra 
la base de datos nr-NCBI (descargado el 18 de noviembre de 2017), conservando hasta 
20 blast “hits” con un e-value umbral de 1e-5. Así mismo, se realizó anotación de 
dominios y rutas metabólicas explorando las bases de datos IPRScan y KEGGs (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes). El algoritmo “Blast Description Annotator” se 
utilizó para asignar una descripción a cada secuencia. Para aquellas secuencias que 
permanecieron sin ningún tipo de información en esta fase (10 secuencias), se relajó el 
umbral a un e-value 1e-3 y se procedió a buscar similitud contra nt-NCBI (descargado el 
15 de noviembre de 2017), con objeto de asignar una descripción a esas secuencias, 
aunque este resultado no se utilizó para anotar funcionalmente las mismas debido a su 
baja confianza. 
La clasificación para los perfiles funcionales se realizó teniendo en cuenta los términos 
de la Gene Ontology (GO), teniendo en cuenta las tres categorías presentes: procesos 
biológicos, componentes celulares y funciones moleculares.  
2.2.6. Análisis estadístico  
Se realizó un Análisis de Enriquecimiento Singular (SEA) para extraer los 
términos relevantes de GO asociados con los genes regulados por incremento. Este 
análisis consistió en clasificar a las proteínas identificadas en dos grupos, el primero 
formado por proteínas de interés y el segundo por el resto de las proteínas del 
experimento y compararlos con dos grupos formados aleatoriamente. Estos grupos se 
convierten en dos listas de anotaciones GO usando la correspondiente tabla de anotación 
de genes o proteínas. Una vez realizada las listas de anotaciones, se utiliza una prueba 
exacta de Fisher para tablas de contingencia 2 × 2 para verificar la sobrerrepresentación 
significativa de las anotaciones GO en uno de los conjuntos con respecto al otro. Se 
aplica una corrección de prueba múltiple para tener en cuenta las múltiples hipótesis 
probadas (una para cada término funcional). Los términos se consideran relevantes 
mediante la aplicación de pruebas estadísticas para un umbral mínimo de significación 
FDR <0,05. 
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2.3. Resultados  
El análisis del perfil proteico de ambas especies de Pinus (patula y greggii) se 
realizó mediante la estrategia de “shotgun” (“gel-free”), por espectrometría de masas 
nLC-LTQ-Orbitrap XL. Se identificaron un total de 1091 proteínas: 629 en semillas de 
P. patula y 462 en P greggii.  
Una vez comparados los perfiles proteicos se identificaron 362 especies 
proteicas comunes en ambas especies de Pinus. En P. greggii se identificaron 100 
proteínas ausentes en P. patula y en P. patula fueron identificadas 267 proteínas 




Figura 2.4. Diagrama de Venn ilustrando proteínas comunes y diferenciales identificadas en las 
semillas de P. patula y P. greggii por nLC LTQ Orbitrap utilizando el motor de búsqueda  Sequest/ 
HT. (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).  
La especie que más contribuyó en la anotación de las secuencias de las 
proteínas identificadas en el estudio fue Picea sitchensis y la especie del género Pinus 
que más contribuyó fue Pinus pinaster como aparece recogido en la Figura 2.5. 
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Figura 2.5. Distribución de las especies de mayor contribución en la anotación de las secuencias de 
las proteínas identificadas en el estudio. Gráfico generado mediante el software Blast2GO (v.4. 1.9) 
contra la base de datos nr-NCBI (descargado el 18 de noviembre de 2017), conservando hasta 20 blast 
“hits” con un e-value umbral de 1e-5. 
Clasificación de los perfiles funcionales según los términos GO para los 
procesos biológico, componentes celulares y funciones moleculares  
Procesos biológicos  
El análisis comparativo de la distribución de proteínas entre especies en función del 
proceso biológico revela similitud entre las dos especies (Figura 3.6 y Anexo 3), con 
mayor predominancia de proteínas involucradas en los procesos de oxidación-reducción 
(78 y 104 proteínas en P. greggii y P. patula respectivamente), seguido de los procesos 
de metabolismo de ácido monocarboxílico, traducción, biogénesis ribosómica y 
catabolismo de sustancias orgánicas. 
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Figura 2.6. Representación gráfica de la distribución de proteínas por Proceso Biológico (BP) GO, 
presentes en las semillas de las dos especies estudiadas. (A) Pinus greggii, (B) Pinus patula. Se 
representan únicamente aquellos procesos en que participan un mínimo de 50 proteínas. Los números 
indican la cantidad de proteínas que participan en cada uno de los procesos representados. 
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Componentes celulares  
Cuando se analizó la distribución de proteínas entre los distintos componentes 
celulares, se verificó que en ambas especies predominan las proteínas integrales o 
intrínsecas de membrana (33 y 40 en Pinus greggii y Pinus patula respectivamente) 
(Figura 2.7). Estas proteínas están relacionadas con funciones celulares como el 
transporte y la expresión génica. Además, predominan las proteínas localizadas en los 
ribosomas, plasmodesmos y nucleosoma. En el caso particular del nucleosoma es 
posible verificar que el número de proteínas localizadas en esta estructura en ambas 
especies coincide (16). 
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Figura 2.7. Representación gráfica de la distribución de proteínas teniendo en cuenta su 
localización en componentes celulares (CC) GO, en las semillas de las dos especies estudiadas. (A) 
Pinus greggii, (B) Pinus patula. Se representan únicamente aquellos procesos en que participan un 
mínimo de 10 proteínas. Los números indican la cantidad de proteínas presente en cada componente 
celular.  
Funciones moleculares 
En relación a la distribución de proteínas con base en la función molecular, la 
función en la que participan un mayor número de proteínas en ambas especies es la 
síntesis de ATP, con 48 y 62 proteínas en P. greggii y P. patula respectivamente, 
seguida de la constitución estructural del ribosoma con 48 y 59 proteínas 
respectivamente (Figura 2.8).  
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Figura 2.8. Representación gráfica de la distribución de proteínas por Función Molecular (FM) 
GO, en las semillas de las dos especies estudiadas. (A) Pinus greggii, (B) Pinus patula. Se representan 
únicamente aquellas funciones en que participan un mínimo de 15 proteínas. Los números indican la 
cantidad de proteínas que participan en cada una de las funciones moleculares datos para un umbral de 
significación FDR < 0.05. 
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De forma general los resultados referentes al análisis de los perfiles funcionales 
para estas dos especies indican que no se detecta enriquecimiento en ningún término 
GO (procesos biológicos, componentes celulares y función molecular), con una 
significación FDR<0.05; ya que la mayoría de estos términos  tuvieron una 
representación similar en las dos especies. 
Clasificación funcional de las proteínas explorando la base de datos KEGGs 
Los resultados de la clasificación funcional de proteínas en la base de datos 
KEGGs muestran que las proteínas identificadas en el estudio participan en un total de 
99 rutas metabólicas entre las dos especies, 90 en P. greggii y 99 en P. patula. (Anexo 
2.4).  
Al realizar una aproximación comparativa, sobre las rutas metabólicas 
identificadas en P greggii en comparación con P. patula, se identificaron 9 vías 
expresadas en P. patula que están ausentes en P. greggii: metabolismo de biotina, 
metabolismo de lípidos, biosíntesis de flavonoides, metabolismo de glicerofosfolípidos, 
metabolismo de ácido linoleico, sistema de señalización de fosfatidilinositol, porfirina y 
metabolismo de clorofila, metabolismo de riboflavina y biosíntesis de estreptomicina 
(Anexo 2.4). 
Las rutas metabólicas en las que se identificaron mayor número de proteínas 
involucradas tanto en la especie P greggii como en P. patula fueron la vía de la 
glucólisis/gluconeogénesis, de la biosíntesis de antibióticos, biosíntesis de ácidos grasos 
en el metabolismo de lípidos, metabolismo del piruvato, metabolismo de nucleótidos, 
fijación de carbono en organismos fotosintéticos y fosforilación oxidativa.  
Una vez evaluadas las rutas metabólicas más representativas, en este trabajo nos 
vamos a centrar en el análisis de la ruta de la glucólisis/gluconeogénesis, porque, a pesar 
de ser una ruta mayoritaria, es una de las más importantes en semillas ya que representa 
una vía indispensable para mantener el equilibrio de los niveles celulares de ATP y el 
metabolismo de los carbohidratos (Chen, et al., 2016); tan importante en las semillas de 
las plantas superiores, ya que el almidón constituye el principal carbohidrato de 
almacenamiento (Bernal y Barajas, 2006; Duan, et al., 2016; Li, et al., 2017); (Tabla 2.3 
y Figura 2.9). 
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Tabla 2.3. Proteínas que participan en la ruta metabólica glucólisis/gluconeogénesis expresadas en 
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60 7 2 1 
  
X 






39 8 62 15 X 
  
127205 alcohol 51 8 15 1 













27 5 6 1 
  
X 




cytoplasmic isozyme 1 










44 8 52 15 X 
  
17080 
pyruvate dehydrogenase E1 
component subunit beta- 
mitochondrial 
41 5 7 1 
  
X 
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68 7 7 3 X 
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54 8 16 6 X 
  
3418 aldose reductase 39 7 44 16 X 
  




61 7 2 1 X 
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family 2 member 
mitochondrial-like 
59 7 8 3 X 
  
72 pyruvate decarboxylase 2 66 6 5 1 
  
X 
782 alcohol 48 8 25 3 X 
  
893 aldehyde dehydrogenase 47 8 17 4 X 
  
9616 pyruvate decarboxylase 2 67 6 7 1 X 
  
 
aPinus_DB Pinus sustainpine v3. 
bBlast Description Annotator 
cMolecular weight (KDa) and isoelectric point of protein calculated for each database. 
dMolecular weight (kDa)  and isoelectric point of protein calculated by using molecular weight standards 
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Figura 2.9. Representación gráfica de la vía metabólica glucólisis/gluconeogénesis KEGGs, en las 
semillas de las dos especies. Se representan con colores las enzimas identificadas que participan en esta 
ruta. El color azul representa las enzimas comunes en las dos especies, el color rojo representa las 
enzimas identificadas apenas en P. greggii y el verde representa las identificadas solamente en la especie 
P. patula. 
 
Del total de 24 enzimas involucradas en la presente ruta metabólica, 21 son 
comunes en ambas especies, 1 fue identificada exclusivamente en P greggii y 2 
únicamente en P. patula. 
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La enzima diferencial expresada en P. greggii, fue la acetyltransferase (EC 
2.3.1.12). Esta enzima cataliza la transferencia del grupo acetil para dar el acetil-CoA.  
En el caso de P. patula las dos enzimas diferenciales expresadas fueron la 
diphosphate-fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase (EC 2.7.1.90) y la 
Fosfoenolpiruvato carboxikinasa ATP (EC 4.1.1.49). La primera cataliza la 
interconversión reversible entre fructosa-6-fosfato y fructosa-1, 6-bisfosfato, que 
constituye un paso limitante en la regulación del flujo metabólico primario de 
carbohidratos hacia la glucólisis o gluconeogénesis y la segunda cataliza la conversión 
de ATP y oxaloacetato en ADP, fosfoenolpiruvato y dióxido de carbono. 
De forma general se identificó una sobreexpresión de las enzimas 
oxidoreductasa (Figura 2.10). Éstas están básicamente relacionadas con las reacciones 
de óxido-reducción, lo que concuerda con los resultados obtenidos para los procesos 
biológicos (GO) anteriormente presentados en los que existía una mayor participación 
de proteínas en los procesos de oxidación-reducción. Seguida de las oxidoreductasa, en 
la especie P. greggii, aparecen la enzima transferasa. Sin embargo, en la especie P. 
patula no ocurre lo mismo, ya que las hidrolasas están más representadas en 
comparación con las transferasas. Merece destacarse que estas diferencias para el caso 
de las enzimas tranferasas en las dos especies (P. greggii y P. patula) fue similar (44 y 
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Figura 2.10. Representación gráfica de las enzimas EC (enzyme commission) identificada según sus 
funciones catalíticas en las dos especies.  (A) Pinus  greggii, (B) Pinus patula.  
 
(B) 
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2.4 Discusión  
Según García, et al., (2012) el estudio de las proteínas expresadas 
diferencialmente en los perfiles proteicos de muestras biológicas vegetales nos ofrece la 
oportunidad de examinar los cambios globales en la expresión génica y patrones 
temporales de la acumulación de proteínas que ocurren en diferentes procesos vegetales, 
permitiéndonos la comprensión de su desarrollo y adaptabilidad.  
En este trabajo el analisis del perfil proteico se basó en la proteómica shotgun, 
considerada por muchos investigadores (Zhang, et al., 2013; Zhang, et al., 2014; 
Erickson, et al., 2015; Soufi y Soufi, 2016) como una herramienta útil y efectiva en la 
mayoría de los estudios proteómicos enfocados a obtener un alto rendimiento. Esto se 
debe en gran parte a las mejoras tecnológicas realizadas en los espectrómetros de masas 
de alto rendimiento (Orbitrap Fusion), superando de este modo a las técnicas basadas en 
gel, en rapidez, sensibilidad, reproducibilidad y aplicabilidad a diferentes muestras y 
condiciones (Lindemann, et al., 2017). 
Cabe destacar que en esta estrategia, la sensibilidad de la identificación de 
péptidos se ve afectada por el tamaño del espacio de búsqueda. Algunos autores como 
Romero-Rodríguez, et al., (2014) y Shanmugam y Nesvizhskii, (2015) recomiendan el 
uso de bases de datos de secuencias específicas con el fin de mejorar la sensibilidad de 
la identificación de los péptidos en trabajos con especies no modelo. En este caso fue 
utilizada una base de datos de secuencias específicas para el género en estudio Pinus 
sustainpine v3 generada a partir de predicciones génicas de la última versión de 
ensamblado del genoma específico Pinus pinaster.  
El hecho de que una especie contribuya en mayor o menor grado en la 
anotación proteica de otra no significa que sea la especie más similar, ya que esta 
contribución está influenciada por dos factores; primero el grado de similitud entre ellas 
y segundo la cantidad de información disponible de esta especie en las bases de datos. 
En este estudio, la especie de mayor contribución fue Picea sitchensis, especie muy 
estudiada genómicamente (Ralph, et al., 2008; Philippe, et al., 2009; Hall, et al., 2012; 
Keeling, et al., 2011; Nystedt et al., 2013; Rudolph et al., 2016; Holliday et al., 2017) 
de la que sexiste mucha información disponible en las bases de datos. El otro de los 
factores que pudo influir es el hecho de que esta especie pertenece al género Picea muy 
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cercano a Pinus y ambos géneros forman parte de la familia Pinaceae (Arzate-
Fernández, et al., 2016) Otros autores que confirman esta estrecha relación son Nystedt, 
et al., (2013), que estudiando la secuenciación comparativa con especies miembros de la 
familia Pinacea revelaron que la diversidad de elementos transponibles se comparte 
entre ellas. Sin embargo, esta teoría se contradice con lo encontrado por otros autores 
como Kovacevic, et al., (2013), que en un estudio comparativo entre diez especies 
diferentes de la familia Pinaceae a través de marcadores de ADN polimórficos 
amplificados aleatoriamente (RAPD), concluyen que el género Picea está claramente 
separado del género Pinus e incluso está más cerca del género Abies.  
Trabajos realizados corroboran que la variabilidad genética dentro y entre 
poblaciones puede ser validada por estudios de proteómica de expresión diferencial, 
teniendo en cuenta los marcadores genéticos (moleculares o fisiológicos), pudiendo 
permitir el establecimiento de distancias genéticas y relaciones filogenéticas entre 
individuos o líneas, especies y géneros (Salvato y Carvalho, 2010; Cipriano et al., 2013; 
Kovacevic et al., 2013; Zhang et al., 2013, Arzate-Fernández, et al., 2016; Trontin et 
al., 2016; Aguirre-Limón et al., 2017). 
Con respecto a los procesos biológicos, el proceso con mayor número de 
proteínas expresadas en las dos especies de Pinus analizadas fue el de oxidación-
reducción. Resultados similares fueron obtenidos por Rodríguez de Francisco et al., 
(2016), que estudiando el perfil proteómico en semillas de Pinus occidentalis mediante 
la estrategia de shotgun también identificó como grupo predominante las proteínas 
relacionadas con los procesos oxidación-reducción. Pullman, et al., (2015) en su 
reciente estudio sobre coníferas, han demostrado que los procesos de oxidación- 
reducción pueden mejorar la iniciación del tejido embriogénico (TE), el desarrollo 
embrionario en etapa temprana y de la germinación en estas especies.  
En el caso del componente celular, donde mayor cantidad de proteínas se 
localizaron fue en la membrana celular tanto en P. patula como en P. greggii. Esto 
puede deberse a que la membrana celular está involucrada directamente en el proceso de 
germinación, durante el cual experimenta una reorganización específica y funcional 
participando de forma activa en la imbibición de agua por parte de la semilla (Voegele, 
et al., 2011; Rosental, et al., 2014; Yu, et al., 2015). 
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Con respecto a las funciones moleculares se identificó para las dos especies en 
estudio una sobreexpresión de proteínas en la síntesis de ATP. Esta energía es resultado 
de la degradación de las sustancias de reservas encontradas en las semillas, incluidos el 
almidón, las proteínas y los aceites, donde se produce la energía necesaria para la 
germinación de semillas (Ma et al., 2016).  
De forma general se observó que las proteínas sobreexpresadas para las tres 
categorías GO en semillas de estas dos especies de Pinus están involucradas en el 
almacenamiento, metabolismos de los carbohidratos y síntesis de energía, asociados a la 
preparación de la semilla para la germinación. Estos resultados también coinciden con 
los obtenidos por Zhang, et al., (2015) en las semillas de álamo (Populus ×canadensis 
Moench); en este caso, se identificó una sobrexpresión en las proteínas involucradas en 
el metabolismo, síntesis de energía y almacenamiento. Morel, et al., (2014), analizando 
el proteoma de embriones somáticos de Pinus pinaster también encontraron que las 
proteínas altamente expresadas incluían a las de almacenamiento, embriogénesis, 
proteínas del metabolismo energético y las relacionadas con el estrés. En este mismo 
sentido He, et al., (2015) en un análisis comparativo del proteoma de embriones y 
endosperma de semillas de trigo (Triticum aestivum) revelan que las proteínas sobre 
expresadas estaban relacionadas particularmente con las proteínas de reservas 
necesarias para la movilización y preparación de la de la semilla durante la germinación. 
En este trabajo, el resultado del análisis de expresión diferencial mostró una 
elevada similitud entre los perfiles proteicos de las dos especies de pinos estudiadas. 
Esta similaridad, sugiere que existe poca variabilidad genética entre ellas. Sin embargo, 
estas especies sí son diferentes desde el punto de vista morfológico, lo que coincide con 
los estudios realizados en coníferas mexicanas específicamente en el género Pinus por 
Moreno y Piñero, (2009) y Gernandt y Pérez de la Rosa, (2014). Estos autores 
encontraron altos niveles de variabilidad en su morfología y bajos niveles de 
diferenciación interespecífica, pudiendo ser resultado de las bajas tasas de evolución 
entre las especies en este género.  
Estos resultados también están validados por estudios previos realizados por 
William (2008) sobre distancias genéticas entre especies de pino en México y 
Centroamérica basadas en análisis de RAPD, en los que se detectó muy poca distancia 
genética entre P. greggii y P. patula. Así mismo, coinciden con resultados encontrados 
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por autores como Lee et al., (2011) y Gernandt y Pérez de la Rosa, (2014) sobre el 
análisis filogenético molecular (análisis de secuencias de ADN) en coníferas, que 
concluyen que se trata de un grupo monofilético que desciende de un mismo antepasado 
común hace más de 300 millones de años.  
Es bien conocido que las proteínas son elementos vitales de los organismos vivos 
y que son componentes principales de las rutas metabólicas de las células, ya que la 
mayor parte de las proteínas son enzimas, cuya función es servir como catalizador para 
la mayoría de procesos bioquímicos celulares.  
De las 99 rutas metabolicas en las que participan proteínas identificadas en las 
muestras analizadas de P. patula y P. greggii, fue escogida la ruta de la 
glucolisis/gluconeogénesis para su estudio por ser una de las rutas con mayor 
sobreexpresión de proteínas y por su importancia a nivel metabólico.  
La glucólisis es una vía catabólica en la que ocurre una secuencia de reacciones de 
forma que la glucosa se descompone en dos moléculas de ácido pirúvico en condiciones 
aeróbicas, o lactato en condiciones anaeróbicas. La oxidación completa de la glucosa 
puede involucrar tres vías bioquímicas fundamentales. La primera es la vía glucolítica; 
la segunda es el ciclo de Krebs (también llamado ciclo de ácido cítrico o ciclo de ácido 
tricarboxílico), y la fosforilación oxidativa. Por el contrario la gluconeogénesis es la ruta 
anabólica por la cual los precursores no azúcares (lactato, piruvato, propionato, glicerol 
y aminoácidos) se convierten en glucosa. (Mathews et al., 2002). 
La ruta glucólisis/gluconeógenesis es una vía indispensable para mantener el 
equilibrio de los niveles celulares de ATP y el metabolismo de los carbohidratos (Chen 
et al., 2016) y el almidón, constituye el principal carbohidrato de almacenamiento en las 
semillas de las plantas superiores (Bernal y Barajas 2006; Duan et al., 2016; Li et al., 
2017). Es lógico, por tanto, esta sobreexpresión de proteínas en las muestras analizadas 
participando en esta ruta en la cual, a través de la degradación de las reservas de 
almacenamiento, incluidos el almidón, las proteínas y los aceites, se produce la energía 
necesaria para la germinación (Rosental, et al., 2014).  
En concreto, en los resultados descritos se expresaron 21 enzimas comunes 
involucradas en esta ruta. Estos resultados están en sintonía con los obtenidos por 
Zhang, et al., (2017) que, en un trabajo con pepino (Cucumis sativus), también, al 
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analizar el proteoma de semilla, también identificaron 21 enzimas involucradas en esta 
ruta metabólica. 
En nuestro trabajo, además se expresaron 3 enzimas diferenciales. La enzima EC 
2.3.1.12  que se expresó apenas en las semillas de P. greggii. Esta enzima forma parte 
del complejo multienzimático piruvato deshidrogenasa (PDC) de la matriz mitocondrial, 
que cataliza la descarboxilación oxidativa del piruvato para producir acetil-CoA y 
NADH, ocurriendo en una única dirección, en la que el grupo acetilo se pasa a la 
coenzima A, que constituye un compuesto clave entre la glucólisis y el ciclo de Krebs 
(Tovar-Méndez, et al., 2003). A pesar de que algunos trabajos sobre el genoma de 
Arabidopsisi thaliana identifican esta enzima en todos los órganos de la planta (Broz,  
et al., 2014), otros autores como Behal, et al., (2002) correlacionaron la expresión del 
PDC con la acumulación de lípidos en las semillas, relevantes para la reorganización del 
metabolismo de las semillas proporcionando energía y carbono para el crecimiento del 
embrión y la protrusión de la radícula (Rosental, et al., 2014). 
Las dos enzimas identificadas de forma diferencial en las semillas de P. patula, 
fueron EC 2.7.1.90 y EC 4.1.1.49. La primera (EC 2.7.1.90) cataliza la interconversión 
reversible entre fructosa-6-fosfato y fructosa-1, 6-bisfosfato. Esta actividad enzimática 
es similar a la que realiza la enzima EC 2.7.1.11, que es común en las dos especies y 
que también está expresada en esta ruta (Duan, et al., 2016). La segunda proteína 
presente solo en P. patula (EC 4.1.1.49) cataliza el primer paso de la ruta de la 
gluconeógenesis, convirtiendo el oxaloacetato a fosfoenolpiruvato. Estos resultados 
sugieren que la especie P. patula podría iniciar la gluconeogenesis utilizando como 
susbtrato tanto al oxaloacetato como al piruvato, mientras que la especie P.greggii 
apenas podría utilizar como subtrato al priuvato, lo que es posible ya que la 
gluconeogenesis puede utilizar varios sustratos como el lactato, piruvato y oxoacelato 
(Berg, et al., 2002).  
Estudios realizados sobre los perfiles electroforéticos de las proteínas de las 
semillas de especies de Pinus mexicanos por Almaraz, (2002) revelaron que las semillas 
de las especies analizadas presentaron una diversa gama de proteínas que prodrían estar 
asociadas a las variadas funciones metabólicas que ocurren durante la germinación y 
que son relativamente ricas en proteínas de almacenamiento. Estas proteínas de 
almacenamiento se sintetizan durante la última etapa del desarrollo de la semilla y se 
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depositan en vacuolas de almacenamiento de proteínas en semillas maduras (Bewley, et 
al., 2013). Estos resultados se corresponden con los obtenidos en las muestras 
analizadas, ya que , la mayor parte de las proteínas identificadas están involucradas en 
la ruta de la glucolísis/gluconeogénesis, responsable de la obtención de energía que se 
utiliza durante el proceso de germinación. Por su parte Zhang, et al., (2017) en trabajos 
realizados con semillas de arroz identificaron también un aumento de la actividad 
enzimática en varias rutas metabólicas como la glucólisis durante el proceso de 
germinación de las semillas. 
Con respecto a los resultados sobre las funciones catalíticas de las enzimas 
identificadas en las semillas de las dos especies estudiadas, los resultados encontrados 
indican una sobrexpresión de las enzimas oxidorreductasas. Esto coincide con los 
resultados anteriormente descritos para los procesos biológicos GO, que sitúan a los 
procesos redox como mayoritarios en cuanto al número de proteinas involucradas, 
seguidas de la clase de las transferasas en P. Greggii y las hidrolasas en P. patula. 
Según el Comité de la Unión Internacional de Bioquímica y Biología molecular 
(IUBMB) para la clasificación general de las enzimas, las hidrolasas son una clase 
especial de las transferasas donde el agua sirve como aceptor del grupo transferido 
(Castillo, 2015). También trabajos realizados por Light, et al., (2017) indican la 
existencia de una flexibilidad en la especificidad de las reacciones que catalizan estas 
dos enzimas. 
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2.5 Conclusiones  
En el estudio del analisis del perfil proteico de semillas de las especies P.patula y 
P. greggii a través de la estrategia shotgun (“gel-free”) usando espectrometría de masas 
nLC-LTQ-Orbitrap XL se identificaron 462 especies proteicas en P greggii y 629 en 
semillas de P. patula. De este total 362 especies proteicas son comunes a ambas 
especies.  
No se detectó enriquecimiento en ninguna de las categorías (procesos biológicos, 
componentes celulares y función molecular) de la base de datos Gene Ontology (GO).  
Para el caso de los procesos biológicos se identificó 76 y 104 proteínas en P. 
greggii y P. patula respectivamente asociadas a los procesos de oxidación – reducción. 
La función molecular con mayor sobrexpresión de proteínas fue la sintesis de 
ATP con 48 en P. greggii y 62 proteínas en P. patula respectivamente y su localización 
mayoritaria a nivel celular fue en la membrana 33 y 40 en P. greggii y P. patula 
respectivamente.  
La ruta  metabólica con mayor participación de proteínas (22 en P. greggii y 23 en 
P. patula respectivamente fue la vía de la glucolísis/gluconeógenesis.  
Las enzimas de mayor abundancia fueron las oxidoreductasa, asociada a los 
procesos redox con 52 y 75 sequencias en P. patula y P. greggii respectivamente.  
De modo general se concluye que los perfiles proteicos analizados de P. patula y 
P. greggii son muy similares, demostrando poca varibilidad genética entre estas dos 
especies de Pinus. Las proteínas mayoritariamente identificadas están asociadas a los 
procesos metabólicos previos a la germinación. 
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Capítulo 3. Comportamiento fisiológico y molecular 
de Pinus patula Schl et Cham. y Pinus greggii Engelm 
bajo dos tratamientos de simulación de condiciones 
naturales de crecimiento de la Meseta Central de 
Angola (época seca y época de lluvia)
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Angola cuenta con 148.000 ha de plantaciones forestales de especies exóticas con 
un volumen comercial estimado en 17.453.000 m3 lo que podría contribuir al 
desarrollo de la economía del país, a través de una gestión adecuada, desde la 
producción y selección de planta forestal de calidad en vivero. Este estudio se 
realizó con el objetivo de comparar la respuesta fisiológica y molecular de dos 
especies de pinos (Pinus patula y Pinus greggii) utilizadas de forma generalizada 
en Angola simulando las dos condiciones climáticas (época seca y lluviosa) de la 
Meseta Central de Angola. Fue montado un ensayo en cámaras de crecimiento, 
evaluando la supervivencia, crecimiento, fotosíntesis, y nivel de expresión de 
proteínas. La simulación de las condiciones de sequía por la interrupción del riego 
durante 42 días condujo a la muerte de las plantas hasta 60% y 62,5% de 
mortalidad en P. greggii y P. patula respectivamente, también se observó una 
disminución en el crecimiento, la eficiencia fotoquímica y el potencial hídrico 
encontrándose diferencias significativas entre las épocas, tiempo de exposición a 
la sequía y las especies. La expresión diferencial de proteínas fue mayoritaria en 
la simulación de la época seca y en la especie P. greggii. El análisis de Ontología 
de genes (GO) indicó que la mayoría de las proteínas expresadas diferencialmente 
estaban reguladas por aumento en los procesos relacionados con el metabolismo, 
biosíntesis, organización celular, estímulos abióticos y expresión génica, mientras 
que las proteínas reguladas por diminución en las plántulas estresadas estaban 
relacionadas con el proceso de fotosíntesis y crecimiento. Los resultados 
demuestran que las plántulas de P. greggii fueron más tolerantes a la sequía que 
las plántulas de P. patula, este conocimiento puede ayudar en el desarrollo de 
estrategias en los programas de repoblación forestal del sur de Angola. 
Palabras-claves: Pinus patula, Pinus greggii, época seca, época lluviosa, 
expresión diferencial. 
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La economía de Angola en los últimos años se ha concentrado casi 
exclusivamente en la industria petrolífera, representando el 45% del PIB en el año 
2013 (Secretaria de Estado y Comercio, 2016), por lo que resulta de vital 
importancia la adopción de estrategias que permitan la diversificación económica 
del país. Actualmente el gobierno de Angola reconoce en su documento sobre la 
Estrategia de Combate al hambre y la pobreza, la importancia del sector forestal 
en el proceso de desarrollo socio-económico del país. Cabe destacar que Angola 
cuenta con 57.8 millones de hectáreas de bosques lo que equivale 
aproximadamente a 46,4% de su superficie nacional (FAO, 2015), de las cuales 
148.000 ha son plantaciones forestales de especies exóticas con un volumen 
comercial estimado en 17.453.000 m3 (PDMPSA, 2012), lo que podría contribuir 
de forma significativa al desarrollo de la economía del país, a través de una 
gestión adecuada, desde la producción y selección de planta forestal de calidad en 
vivero. 
La sequía, y su máxima expresión el estrés hídrico, es citado en numerosos 
trabajos como el principal factor limitante para la supervivencia, el crecimiento, el 
desarrollo, y la distribución de las plantas, induciendo en ellas una serie de 
respuestas de ajuste y aclimatación en situaciones moderadas o de cambios 
bruscos en situaciones más severas (Akıncı y Lösel, 2012; Claeys e Inze, 2013; 
Wang, et al., 2013; Ortuño, et al., 2015). 
 Para garantizar la vida de las plantas ante condiciones de estrés hídrico es 
importante mantener las proteínas en su forma funcional, ya que la mayoría de las 
respuestas que se llevan a cabo bajo estas condiciones implican la síntesis de 
proteínas metabólicas (osmoprotectores), de proteínas reguladoras en la ruta de 
transducción de señales y el control y la regulación de la expresión génica unido a 
los factores de transcripción (Saibo, et al., 2009; Agarwal y Jha, 2010; García-
Morales, et al., 2013). 
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Autores como Ceacero, et al., (2012); Planelles-González, et al., (2004) 
coinciden también en que el estrés hídrico es uno de los principales factores que 
limitan la supervivencia y crecimiento en la fase inicial de las plantas influyendo 
potencialmente en la producción forestal y en particular en el crecimiento de 
coníferas juvenil (Matthew, et al., 2015). 
Realizar prácticas de cultivo adecuadas durante la fase de vivero permite 
preparar a las plantas frente a posibles situaciones de estrés, pudiendo desarrollar 
características morfológicas y fisiológicas para minimizar el estrés post-trasplante, 
aumentando la supervivencia (Planelles-González, et al., 2004; Cortina, et al., 
2009; Lui, et al., 2009).  
Los pinos mexicanos tienen gran importancia ecológica, económica y 
social (Sánchez-González, 2008). Entre ellos se destacan las especies Pinus patula 
Schl et Cham. y Pinus greggii Engelm, debido a sus características de rápido 
crecimiento y adaptación a condiciones edáficas nutricionalmente pobres, 
asociados al hecho de producir madera de buena calidad, razones por la cuales han 
sido utilizados en programas de reforestación en muchas regiones del mundo 
como Sudamérica, Nueva Zelanda, África y Australia (Carrera y López, 2014). En 
Angola, en concreto, algunas especies de pinos mexicanos fueron introducidos en 
distintos programas de forestación para abastecer de combustible a las 
locomotoras a vapor de la línea férrea de Benguela, y suplir de material a la 
Compañía de Celulosa del Ultramar Portugués (CCUP). 
Se han realizados pocos trabajos sobre estrés hídrico con especies de pinos 
mexicanos en la etapa de vivero, entre ellos podemos citar los de Cetina, et al., 
(2001) y Cetina, et al., (2002) en Pinus greggii Engelm; Martínez-Trinidad, et al., 
(2002) en P. leiophylla Schltdl. et Cham.; Cornejo y Emmingham, (2003) en P. 
arizonica Engelm; Prieto, et al., (2004) en P. engelmannii; Martiñón–Martínez, et 
al., (2010) en P. pinceana; Maldonado-Benitez, et al., (2011) en Pinus greggii; 
Prieto-Ruíz, et al., (2012) Pinus cooperi Blanco y Castelán-Muñoz, et al., (2015) 
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en P. leiophylla. Estos autores destacan, en general, que el estrés hídrico induce la 
lignificación, lo cual propicia un mejor pre-acondicionamiento.  
Varios autores reconocen que los mecanismos (fisiológicos y bioquímicos) 
de respuesta de las plantas frente a los estreses bióticos y abióticos no son 
procesos simples, muy por el contrario requieren de estudios muy amplios y 
profundos (Abril, et al., 2011; Jorrín, et al., 2007), entre ellos los de enfoque 
molecular a través de las técnicas ómicas (transcriptómica, proteómica y 
metabolómica), los cuales están comenzando a cobrar gran importancia gracias a 
los resultados obtenidos en otras especies, (Fan, et al., 2016) a pesar, que es 
necesario coordinarlos e integrarlos a las necesidades silvícolas actuales. 
Este estudio se realizó con el objetivo de comparar la respuesta 
morfofisiológica y molecular de Pinus patula y Pinus greggii a las condiciones  
natuales de crecimiento (época seca y lluviosa) de la Meseta Central de Angola, 
de modo a proporcionar conocimientos sobre capacidad de adaptación de estas 
especies de coníferas frente a los previsibles escenarios de cambio climático. Este 
conocimiento puede ser clave para la aplicación de programas de conservación y 
gestión de estas especies exóticas. 
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3.2. Materiales y métodos 
3.2.1 Estudio fisiológico  
Este ensayo se llevó acabo en el Laboratorio del Grupo de Investigación de 
Evaluación y Restauración de Sistemas Agrícolas y Forestales (RNM360) de la 
Universidad de Córdoba, España.   
Para el estudio fueron utilizadas semillas certificadas de especies de Pinus 
patula y Pinus greggii procedentes de México, suministradas por el Banco de 
Semillas del Centro de Genética Forestal (CNRGM), las cuales fueron 
previamente desinfectadas por inmersión en una solución de hipoclorito de sodio 
NaClO al 5% y aclarado posterior con agua corriente. La siembra se realizó en 
bandejas de cultivo en envases Forest Pot 300 de un volumen 300 cc de capacidad 
(desinfectados con NaClO al 5%, durante 30 min antes de ser utilizado). El 
sustrato empleado estaba compuesto de 75 % de turba y 25 % de perlita.  
3.2.1.1 Diseño experimental. 
Las plántulas crecieron bajo condiciones controladas (cámaras de cultivo). 
La evaluación de las distintas variables de estudio y la restricción del riego se 
inició cuando las mismas tenían 6 meses de edad y se prolongó durante un periodo 
de 42 días. Ver Figura 3.1.  
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Figura 3.1. Cámara de cultivo el día de comienzo del ensayo. Plantas de P. patula y P. greggii con 
6 meses de edad. 
Tratamientos 
Fueron estudiados cuatro tratamientos, combinando las especies (P. patula 
y P. greggii) con cada una de las estaciones naturales (lluviosa y seca) del Planalto 
Central de Angola (Tabla 3.1). 
Tabla 3.1. Descripción de los tratamientos estudiados. 
Tratamientos Denominación Descripción 
T1 T1 P. greggii Época de lluvia se estudiaron plantas de la 
especie P. greggii 
 
T2 T2 P. greggii Época de seca se estudiaron plantas de la 
especie P. greggii 
T3 T1 P. patula Época de lluvia se estudiaron plantas de la 
especie P. patula 
T4 T2 P. patula Época de seca se estudiaron plantas de la 
especie P. patula 
La simulación de las dos épocas corresponde, en media, con las dos 
estaciones naturales del área de estudio; una estación cálida y lluviosa, que va de 
octubre a abril, con temperatura de 27±5ºC y una humedad relativa 60±5% y una 
estación fría y seca que va de Mayo a Septiembre, con temperaturas de 20±5ºC y 
una humedad relativa del 40±5%. Las temperaturas se mantuvieron constantes 
durante todo el día y un fotoperiodo de 12 horas de luz/12 de oscuridad.  
En la simulación de la época de lluvia, el riego se realizó 3 veces por 
semana, manteniendo siempre el 100% de la capacidad (hídrica) de campo en 
cada alveolo.  
En la simulación de la época de seca las plantas de las dos especies se 
sometieron a un ciclo de sequía de 42 días.  
Los tratamientos fueron divididos en dos grupos funcionales (mesas), que 
fueron rotando a lo largo del ensayo para evitar que cualquier posible anomalía de 
la cámara (posición respecto a los focos, respecto a la puerta de entrada o los 
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ventiladores y humificadores) afectara de forma significativa a alguno de los 
tratamientos de forma diferencial. 
Población y muestra 
En el ensayo fueron empleadas un total de 640 plantas. Para las medidas 
no destructivas y el seguimiento de la supervivencia se utilizaron 160 plantas (40 
plantas x 2 condiciones x 2 especies), y para las medidas destructivas (potencial 
hídrico y contenido relativo de agua del cepellón y de la parte aérea) 112 plantas 
(4 plantas x 2 condiciones x 2 especies x 7 tomas de muestras).  
3.2.1.2. Variables morfológicas y fisiológicas. 
Durante el periodo de seguimiento del ensayo las mediciones para todas 
las variables evaluadas se realizaron en siete ocasiones, con una periodicidad 
semanal a los 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 días.   
El crecimiento fue evaluado a partir de la altura de la parte aérea y el 
diámetro del cuello de la raíz. La altura se midió con una regla graduada desde la 
base hasta la yema apical y el diámetro mediante calibre digital Mitutoyo 
Absolute digital (Mitutoyo Inc., UK, e ±0.1 mm).  
La supervivencia se evaluó a lo largo del ensayo mediante inspección 
visual (Figura 4.2), considerando planta viva aquella que tenía al menos un tercio 
de su parte aérea funcional y muerta, aquella que no tenía ni un tercio de su parte 
aérea verde. 
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Figura 3.2. Plantas de las dos especies de pinos estudiadas a los 6 meses de edad. Se representa 
con letra (A) las plantas al inicio del experimento y con la letra (B) al final del experimento a los 
42 días sin riego.  
Medidas fisiológicas  
El potencial hídrico del xilema (ψa) fue medido justo antes del inicio de la 
iluminación (predawn), mediante una cámara de Scholander o cámara de presión 
(SKPM 1400, Skye Instrumentos) (Scholander, et al., 1965). Para ello se 
seleccionaron de forma aleatoria 4 plantas por tratamiento.  
Para determinar el contenido relativo de agua del sustrato y de la parte 
aérea, se seleccionaron cuatro plantas de cada tratamiento que fueron pesadas en 
fresco en una balanza Metler Toledo (e±10 mg). Una vez pesadas en fresco, se 
mantuvieron en estufa de convección a 80º C durante un periodo de dos días hasta 
alcanzar un peso constante; posteriormente fueron pesadas nuevamente para 
determinar el peso seco. El porcentaje de humedad del sustrato y de la parte aérea 
se calculó a través del método propuesto por Landis, et al., (1989). 
W (%) = Pesos fresco de la muestra – Peso seco de la muestra 
Peso seco de la muestra 
Donde W (%) = contenido gravimétrico del agua en la muestra 
La fluorescencia de las acículas fue medida sobre un grupo de acículas del 
tercio central de cada planta en 20 plantas por tratamiento medidas mediante un 
X 100 
(A) (B) 
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fluorimetro (Plant Efficiency Analyzer, Hansatech Instruments) (Maldonado‐
Rodriguez, 1999). Las medidas se realizaron a las 12h:00 min, tres horas después 
de la iluminación de la cámara. Tras un periodo de oscuridad, en el que las 
acículas se protegen de la luz del exterior mediante una pinza (Figura 4.3), se le 
suministra una luz continua y homogénea, a través de 6 diodos que emiten luz 
actínica roja a 660 nm de intensidad (a 4500 μmolm‐2s‐1), sobre una superficie de 
4 mm. Los datos, registrado se analizaron aplicando las ecuaciones del JIP‐test 
mediante el software Biolyzer (Strasser y Tsimilli‐Michael, 2001). Las variables 
estudiadas fueron, la relación Fv/Fm, como indicador de la proporción de energía 
atrapada en los centros de reacción que no se ha dispersado en forma de calor ni 
como fluorescencia, es decir, la máxima energía que pasa a los centros de reacción 
de la absorbida inicialmente, la eficiencia fotosintética (PHiE0), como un 
indicador de la energía que ha pasado a los centros de reacción y se utiliza en la 
cadena de transporte de electrones respecto de la que se absorbió en el complejo 
antena del fotosistema II y el “Performance Index” (PIabs) o índice de 
ejecución, como un índice global que resume la eficiencia del sistema (Hermans, 
et al., 2003). 
 
 
Figura 3.3. Medida de fluorescencia. Realizadas sobre las acículas del tercio central de cada 
planta protegidas de la luz mediante las pinzas de protección del fluorímetro.  
 
Aplicación de técnicas de genómica funcional a la caracterización de la respuesta al estrés hídrico 




3.2.1.3. Análisis estadístico 
Los resultados obtenidos de todas las variables fisiológicas analizadas 
(crecimiento, peso fresco de la parte aérea, potencial hídrico del xilema, 
fluorescencia de la clorofila y peso seco del sustrato) fueron sometidos a un test 
de comparación de medias, ANOVA, según modelo lineal de clasificación simple, 
y las medias comparadas mediante el test de Tukey a 5% de probabilidad, después 
de verificarse que cumplían con el ajuste de distribución normal y de 
homogeneidad de varianza. Asimismo, se estimó el coeficiente de correlación de 
las variables de la fluorescencia (PHiE0) y PI (ABS), Todo ello a través del 
programa estadístico SPSS® versión 22,0 para Microsoft® Windows® (Visuata, 
1998). 
El análisis estadístico de la supervivencia se llevó a cabo mediante el 
método descriptivo de Kaplan‐Meier, (Kaplan y Meier, 1958), que es un 
estimador de la probabilidad de supervivencia individual y del tiempo acumulado 
hasta que se produce el evento. Para aplicar esta prueba hay que asumir que todos 
los individuos son estudiados al mismo tiempo, lo cual es importante en este caso 
que se están comparando los resultados para dos épocas y dos especies distintas. 
3.2.2. Estudio molecular  
Para el estudio molecular (proteómica de expresión diferencial 
comparativa), además de utilizar la metodología descrita en el capítulo 3 de este 
trabajo, se realizó un análisis cuantitativo, con el objetivo de proporcionar 
información sobre la cantidad exacta o “confiable” de proteínas de expresión 
diferencial presentes en cada muestra analizada, como se observa en la Figura 3.4. 
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Figura 3.4. Flujo de trabajo utilizado. Extracción de proteínas; separación por cromatografía 
liquida UPLC; Obtención de espectros de fragmentación MS/MS en el espectrómetro de masas 
nLC-LTQ-Orbitrap e identificación y cuantificación de proteínas basado en Espectrometría de 
masas. 
3.2.2.1. Extracción de proteínas.  
La extracción de proteínas se realizó según la metodología del 
TCA/Fenol/Acetona (Wang, et al., 2006). Primeramente se maceraron en un 
mortero acículas de Pinus patula y Pinus greggii con nitrógeno líquido, hasta 
obtener un polvo fino. Se pesaron seis muestras de polvo (0,2 g) representando las 
tres réplicas biológicas utilizadas para cada una de las especies. El precipitado 
proteico obtenido con este protocolo se resuspendió en un medio de solubilización 
compuesto por urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS al 4% [p/v], Triton X-100 0,5% 
[v/v] y DTT 100 m. El resultado de la solubilización se centrifugó a 12000 rpm 
durante 10 minutos y por último se cuantificaron las proteínas por el método 
Bradford, utilizando albúmina sérica bovina (BSA) estándar para la curva patrón 
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(Maldonado, et al., 2008). Las proteínas extraídas fueron conservadas a ‐80ºC 
hasta la electroforesis. 
3.2.2.2. Identificación de proteínas nLC-MS/MS. 
 Preparación de la muestra 
La identificación de proteínas se realizó en el SCAI de la Universidad de 
Córdoba. Las proteínas extraídas fueron separadas por cromatografía líquida en 
un Dionex Ultimate 3000 nano UPLC (Thermo Scientific) y posteriormente 
analizadas  por espectrómetro de masa Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT-qIT, 
Thermo Scientific) según la metodología descrita por Valledor, (2012). Los 
extractos de proteínas fueron purificados en un gel 1-D (SDS-PAGE) al 10% de 
poliacrilamida. Las muestras se cargaron en el gel concentrador mediante una 
corriente de 100 V hasta que el extracto de proteína alcanzó el gel de resolución y 
desplazado en su interior 1 cm. El gel resultante obtenido se tiñó con azul de 
Coomassie (Coomasie Blue). Las bandas de proteína obtenidas fueron cortadas en 
piezas y mantenidas en agua hasta la digestión. 
 Digestión de proteínas  
Las piezas de gel se destiñeron con una solución de 200 mM de 
bicarbonato de amonio (AB) en acetonitrilo (ACN) al 50% durante 15 minutos, 
seguido de 5 minutos en ACN al 100%. Las proteínas contenidas en las piezas de 
gel fueron reducidas mediante la adición de 20 mM de ditiotreitol (DTT)  en 25 
mM AB incubándose durante 20 min a 55° C. Cuando la mezcla se enfrió hasta 
temperatura ambiente, se le adicionó 40 mM de yodoacetamida en 25mM de AB y 
se dejó en la oscuridad durante 20 min para la alquilación de tioles libres. 
Finalmente, las piezas de gel fueron lavadas dos veces con 25 mM AB. 
 La digestión proteolítica se realizó con tripsina (Promega, Madison, WI) a 
una concentración de 12,5 ng / μl en AB 25 mM y se incubó a 37º C durante la 
noche. La digestión fue detenida con la adición de ácido trifluoroacético (TFA) al 
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1% de concentración final. Por último, las muestras digeridas fueron secadas en 
un SpeedVac. 
Análisis nLC- MS/MS 
Posteriormente a la mezcla de péptidos se les eliminó las sales en una 
columna Acclaim Pepmap de 300 μm de longitud x 5 mm de diámetro (Thermo 
Scientific) con ACN al 2% / TFA al 0,05% durante 5 min a 5 μl / min. La 
separación de péptidos nLC se realizó con el equipo Dionex Ultimate 3000 nano 
UPLC (Thermo Scientific) con una columna analítica C18 75 µm longitud x 50 
mm diámetro Acclaim Pepmam column (Thermo Scientific) a 40 ° C para todas 
las ejecuciones. La Fase móvil A estaba compuesta por ácido fórmico al 0,1% y la 
Fase móvil B: ACN al 20 % más ácido fórmico al 0,1%. , En la elución se 
utilizaron los siguientes gradientes: de 4-35% de fase B durante 60 minutos; 35-
55% de B durante 3 minutos; 55-90% de B durante 3 minutos seguido de lavado 
de 8 minutos a 90% de B y un reequilibrio de 12 minutos a 4% de B. El tiempo 
total de cromatografía fue de 85 min.  
Los péptidos resultantes de la elución fueron transformados en iones de 
fase gaseosa mediante ionización por electropulverización nanométrica y se 
analizaron en un espectrómetro de masas Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT-qIT, 
Thermo Scientific) operado en modo positivo. Se realizaron barridos de estudio de 
precursores peptídicos en un rango de 400 a 1500 (m/z) a una resolución de 120 K 
(a 200 (m/z). La espectrometría de masa tándem (MS/MS), se realizó con un 
aislamiento a 1,2 Da con el cuádrupolo y la fragmentación por el método de 
disociación inducida por colisión CID (collision-induced dissociation) 
normalizada de 35%. Apenas se muestrearon para MS/MS aquellos iones 
precursores con estado de carga entre 2-5. La duración de exclusión dinámica se 
estableció en 15 s con una tolerancia de 10 ppm alrededor del precursor 
seleccionado y sus isótopos. La fragmentación MS2 se realizó para un máximo de 
30 iones precursores con ciclos de 3 segundos.  
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Para una identificación inicial, finalmente, los espectros obtenidos del 
análisis de masas fueron analizados con el software Proteome Discoverer v. 
2.1.0.81 (Thermo Scientific) y el motor de búsqueda SEQUEST/ HT utilizando 
una base de datos de proteínas de pino inferida a partir de la colección de 
transcritos existente en  Pinus sustainpine v3 
(http://www.scbi.uma.es/sustainpinedb/home_page). Esta base de datos fue 
generada a partir de predicciones génicas de la última versión de ensamblado del 
genoma específico de Pinus pinaster, extrayendo las proteínas a partir de las 
secuencias de transcritos, identificando el frame de lectura correcto y 
comparándolo con blastx sustainpine vs. Acrogymnospermae (ancestro), el cual se 
utilizó para traducir las secuencias que tenían homología. Aquellas secuencias que 
no fueron homologadas, se les tradujo los 6 frames conservando el frame de 
lectura mayor.  
Los péptidos se generaron por digestión tríptica teórica. Como 
modificaciones fijas se consideraron la carbamidometilación de cisteína, y como 
modificación variable la oxidación de metionina, tolerancia de error para iones 
precursor de 10 ppm e iones productos (fragmentados) de 0.1 Da. Los espectros 
coincidentes con una secuencia peptídica (PSMs) se validaron con el software 
Proteome Discoverer usando un filtro basado en valores de un 1% de la tasa de 
falsos descubrimientos FDR (False Discovery Rate). 
3.2.2.3. Cuantificación de proteínas basada en Espectrometría de 
masas.  
Los datos se procesaron utilizando el software MaxQuant (versión 
1.5.5.1), que permite altas tasas de identificación de péptidos, mayor precisión en 
el rango de masas individualizadas y cuantificación proteica de proteínas (Cox y 
Mann, 2008). Los espectros MS2 se buscaron con el motor de búsqueda 
Andrómeda, usando la base de datos descrita anteriormente y los péptidos 
generados por digestión tríptica teórica de la base de datos descrita anteriormente. 
La carbamidometilación de cisteína y la oxidación de metionina se establecieron 
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como modificaciones fijas y variables respectivamente. La tolerancia de la masa 
del precursor fue de 10 ppm y los iones del producto se buscaron con una 
tolerancia de 0,1 Da (Cox, et al., 2011). Se validaron las coincidencias espectrales 
de péptidos (PSMs) en Maxquant que integra múltiples parámetros de cada 
péptido, tales como longitud, carga, número de modificaciones y la puntuación de 
identificación, en una única valoración, que actúa como evidencia estadística de la 
calidad de cada combinación de espectro y péptido individual. 
La cuantificación de proteínas se llevó a cabo con el método MaxLFQ, que 
permite una cuantificación precisa de todo el proteoma (Cox, et al., 2014). Con 
este método de cuantificación, se aplica un alineamiento del tiempo de retención y 
un protocolo de transferencia de identificación (función "coincidencia entre 
ejecuciones" en MaxQuant). 
El análisis estadístico para identificar las proteínas expresadas de forma 
diferencial se realizó con el software Perseus (versión 1.5.6.0) 
(http://www.coxdocs.org/doku.php?id=perseus:start). Los valores de intensidades 
LFQ de todas las proteínas se importaron en el software Perseus, donde se 
transformaron a escala logarítmica con base dos. Las proteínas Ids se filtraron al 
menos en 3 repeticiones por condición y los valores perdidos se reemplazaron con 
el valor de la intensidad más baja. La cuantificación de proteínas y el cálculo de la 
significación estadística se llevaron a cabo utilizando la prueba de Student’s t- 
bidireccional y la corrección de errores (valor de p <0,05) usando el método de 
FDR basado en permutación. Para visualizar la relación multivariante de las 
distintas situaciones experimentales analizadas, los datos normalizados se 
representaron en un mapa de calor y un análisis de componentes principales 
(PCA). Todas aquellas proteínas que cambiaron su expresión al menos 1.5 veces, 
y un valor de FDR < 0.05 se consideraron expresadas diferencialmente. 
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3.2.2.4. Clasificación funcional de las proteínas. 
Las proteínas identificadas por análisis de nLC LTQ Orbitrap, fueron 
anotadas funcionalmente mediante el software Blast2GO (v.5, GO Version Oct 7 
2018) (Conesa y Götz, 2008), comenzando con una búsqueda de similaridad 
mediante blastx-fast contra la base de datos nr-NCBI (descargado el 3 de julio de 
2018), conservando hasta 20 blast “hits” con un e-value umbral de 1e-3. Así 
mismo, se realizó anotación de dominios y rutas metabólicas explorando las bases 
de datos IPRScan y KEGGs (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). El 
algoritmo “Blast Description Annotator” se utilizó para asignar una descripción a 
cada secuencia. Para aquellas secuencias que permanecieron sin ningún tipo de 
información en esta fase (11 secuencias), se relajó el umbral a un e-value 1e-3 y 
se procedió a buscar similaridad contra nt-NCBI (descargado el 3 de enero de 
2018), con objeto de asignar una descripción a esas secuencias, aunque este 
resultado no se utilizó para anotar funcionalmente las mismas debido a su baja 
confianza. 
La clasificación para los perfiles funcionales se realizó teniendo en cuenta 
los términos de la Gene Ontology (GO), considerando las tres categorías 
presentes: procesos biológicos, componentes celulares y funciones 
moleculares. Se realizó una reducción de redundancia funcional mediante la 
aplicación de PlantSlim. En cada pareja de situaciones experimentales 
comparadas, todas las funciones obtenidas para la categoría Proceso Biológico, 
fueron comparadas, para remarcar las diferencias funcionales encontradas.  
3.3. Resultados 
3.3.1 Resultado estudio fisiológico  
Durante los 42 días del ensayo, además de la supervivencia en los distintos 
tratamientos, fueron evaluadas variables morfológicas (crecimiento en diámetro y 
altura) y fisiológicas (potencial hídrico del xilema antes del amanecer y 
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fluorescencia de la clorofila). De forma general las variables potencial hídrico y 
crecimiento de las plántulas presentaron una mejor respuesta en la época seca que 
en la época de lluvia. Cabe destacar que el crecimiento inicial  de las plantas fue a 
100% de la capacidad de campo (condiciones normales de irrigación), pudiendo 
haber influido en los resultados otros factores como la temperatura, ya que en la 
época lluviosa las temperaturas son más elevadas que en la época de seca, 
alejándose del rango óptimo de crecimiento de las dos especies de pinos 
estudiadas.  
Supervivencia 
 Las plantas del tratamiento T1 (simulación de época de lluvia) se 
mantuvieron vivas hasta el final del ensayo lo que puede deberse a que en esta 
época se mantuvo el riego durante todo el ensayo. En el caso de las plantas del 
tratamiento T2 (simulación de la época seca), la supervivencia de ambas especies 
disminuye con el tiempo, a medida que disminuye la disponibilidad hídrica.  
En la tabla 3.2 se representan los datos descriptivos de supervivencia al 
final del experimento en el tratamiento T2 (simulación de la época seca), después 
de 42 días de ensayo: el número inicial de plantas por especie (40), el número de 
plantas muertas por especie al final del experimento, 24 en P. greggii y 25 en P. 
patula, el número de censurados, o lo que es lo mismo, el número de casos que no 
murieron durante el ensayo para las dos especies, 16 en P. greggii y 15 en P. 
patula y el porcentaje que representa. 
El número de plantas muertas fue gradual en las dos especies. Las (40) 
plantas iniciales se mantuvieron vivas hasta la medida del día 21, fecha a partir de 
la cual, la mortalidad comenzó a aumentar los días 28 (1 en P. greggii y 2 en P. 
patula), y 35 (5 en P. greggii y 3 en P. patula). Al final ensayo (día 42) la 
mortalidad fue de 24 plantas en P. greggii y 25 en P. patula. 
Tabla 3.2. Resumen del procesamiento de la supervivencia lo largo de 42 días del experimento 
mediante la Prueba de Kaplan‐Meier. En la tabla se representan los datos descriptivos de la época 
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seca, el número de plantas al inicio del ensayo para las dos especies, el número de muertes y el 
número de censurados, así como el porcentaje de los mismos. 
Especies Nº total Nº de eventos Censurado 
   Nº Porcentaje 
P. greggii 40 24 16 40,0% 
P. patula 40 25 15 37,5% 
Global 80 49 31 38,8% 
Como se observa en la Tabla 3.2, la distribución de supervivencia de las dos 
especies no mostró diferencias estadísticamente significativas entre las dos 
especies al final del experimento; observándose un 60% de plantas muertas en la 
especie P. greggii y un 62,5% en la especie P. patula. Esto indica que las plantas 
de las dos especies estudiadas no sobrevivieron a un estrés hídrico severo. 
Tabla 3.3. Comparaciones globales de la supervivencia lo largo de 42 días del experimento 
mediante la Prueba de Kaplan‐Meier. En la tabla se muestra que no existen diferencias 
significativas entre las dos especies al final del experimento con respecto al número de plantas 
muertas. 
Comparaciones globales 
 Chi-cuadrado gl Sig. 
Log Rank (Mantel-Cox) 0,052 1 0,820 
Finalmente, la Prueba de Kaplan‐Meier nos arroja un gráfico 
representativo sobre el comportamiento de la supervivencia al final del ensayo 
para la época seca (Gráfico 3.1).  
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Gráfico 3.1. Comportamiento de la supervivencia según la Prueba de Kaplan‐Meier para las dos 
especies estudiadas a los 42 días que finalizó el ensayo. Se representan el número de plantas que 
murieron al final del ensayo en la época seca.  
Crecimiento  
La Figura 3.5 muestra los resultados de las variables morfológicas: altura 
de la parte aérea y diámetro en el cuello de la raíz. En todas las fechas de 
medición, la altura fue mayor en las plantas de P. greggii con respecto a P. patula. 
De la misma forma, los individuos crecidos bajo el tratamiento 2 (simulación de la 
época seca) mostraron un mayor desarrollo con respecto a las plantas crecidas 
bajo el tratamiento 1 (simulación de la época de lluvia). Estas diferencias fueron 
estadísticamente significativas según el Test de Tukey (con un 95 % de 
significación 
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Figura 3.5. Evolución temporal de las variables de crecimiento estudiadas en todos los 
tratamientos a lo largo del experimento. Representada la altura por la letra (A) y el diámetro por la 
letra (B). 
Al inicio del ensayo, cuando las plantas tenían 6 meses de edad, las plantas 
sometidas al tratamiento T2 (simulación de la época seca) tuvieron un mayor 
desarrollo, tanto en altura como en diámetro.  
Al inicio del experimento las plantas de P. greggii sometidas al 
tratamiento T1 tenían una altura media de 5,7 cm y las de P. patula de 4,8 cm, lo 
que equivale aproximadamente a un incremento mensual de 0,95 cm y 0,80 cm 
respectivamente. Este incremento en altura se mantuvo durante todo el ensayo, ya 
que el riego (10 ml de agua por alveolo) no se interrumpió y las plantas 
continuaron su crecimiento normal alcanzando al final del experimento valores de 
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En el tratamiento T2 (simulación de la época seca), inicialmente las 
plantas alcanzaron mayor altura 6,6 cm en P. greggii y 5 cm P. patula, lo que 
equivale a un incremento mensual en altura de 1,1 cm y de 0,83 cm 
respectivamente. Este incremento en altura continuó hasta el día 21 (1,0 cm para 
el caso de P. greggii y 0,81 cm para P. patula). Sin embargo, a partir del día 28 el 
crecimiento se detuvo, probablemente debido al déficit hídrico.  
En el caso del diámetro, en general no se observaron diferencias 
significativas entre los tratamientos (95% de significación), excepto en la medida 
del día 42 en que se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, 
debido quizás a los efectos del estrés causado por la sequía, con valores de 
1,20±0,5 cm en las plantas sometidas al tratamiento T2. 
Porcentaje de humedad de la parte aérea  
Los resultados para esta variable se muestran en la Figura 3.6. De forma 
general, hasta el día 35 del ensayo se evidenció un comportamiento similar, sin 
diferencias estadísticamente significativas (95% significación) entre las plantas 
sometidas a los dos tratamientos, con valores por encima del 60%. A partir del día 
35, se observan diferencias entre las dos especies, de forma que P. patula presenta 
mayor porcentaje de humedad, superando significativamente a la especie P. 
greggii. 
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Figura 3.6. Evolución temporal de la variable humedad de la parte aérea a lo largo del 
experimento. Están representadas todas las medidas realizadas a lo largo del experimento en todos 
los tratamientos. 
Porcentaje de humedad del sustrato 
Con respecto a la humedad del sustrato utilizado para ambas especies 
(Figura 3.7), en el tratamiento T1, sometido a riego, no se observaron diferencias 
significativas, manteniéndose la humedad del substrato por encima del 65%.  
En el tratamiento T2, no regado, se verificó una disminución considerable 
de la humedad del sustrato a medida que se prolongaba el tiempo sin riego. Estas 
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Figura 3.7. Evolución temporal del porcentaje de humedad del sustrato. Representado todas las 
medidas realizadas a lo largo del experimento en todos los tratamientos. 
Potencial hídrico del xilema 
En la figura 3.8 se representa el comportamiento del potencial hídrico en 
los diferentes tratamientos estudiados. En la figura 4.8 se representa el 
comportamiento del potencial hídrico en los diferentes tratamientos estudiados. 
En la misma se observa que no hubo diferencias entre especies y entre épocas en 
las medidas realizadas los días 0, 7 y 14. A partir del día 21, se encontraron 
diferencias significativas en función de la variable estación (seca o lluviosa), 
mientras que a partir del día 35 se encontraron diferencias significativas tanto 
entre especies como entre estaciones, alcanzando valores de potencial hídrico de   
-5,77 MPa en Pinus patula y de -4.35 en Pinus greggii en los tratamientos que 
simulaban la estación seca. Estas diferencias son estadísticamente significativas a 
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Figura 3.8. Potencial hídrico del xilema al amanecer. Representado para todas las fecha de 
medición y para todos los tratamientos.  
Fluorescencia 
En este estudio, como indicadores de alteraciones en la actividad 
fotosintética se estudiaron las variables relación Fv/Fm (PHiP0), la eficiencia 
fotoquímica (PHiE0) (Figura 3.9), y el “Performance Index” (PIabs) o índice de 
ejecución, como un índice global que resume la eficiencia del sistema. Hasta el 
día 28 del ensayo, los valores de la relación Fv/Fm rondaron entre 0.4 y 0.8, no 
mostrando diferencias significativas (P>0.05) ni entre los dos tratamientos ni entre 
las especies. A partir del día 28 se observó una reducción significativa de la 
relación Fv/Fm encontrándose diferencias significativas entre los tratamientos los 
días 35 y 42 de medición. El día 35 se detectaron valores muy bajos tanto para la 
especie P. patula como P. greggii, 0,35 y 0,38 respectivamente, y al final del 
experimento (día 42) la relación Fv/Fm (PHiP0) disminuye hasta 0 para las dos 
especies.  
De manera análoga se comportó la eficiencia fotoquímica (PHiE0), es 
decir, no se encontraron de forma general diferencias significativas, rondaron sus 
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En la figura 3.10 se representa la correlación entre los valores del Índice de 
Ejecución (PIABS) y la eficiencia fotoquímica (PHiE0). En la gráfica se refleja una 
correlación lineal positiva (r= 0,495) entre las variables PHiE0 (eficiencia 
fotoquímica) y el índice de ejecución (PIABS). Esto implica que a medida que 
aumenta la variable PHiE0, aumenta (PIABS). Por lo tanto, podemos inferir que 
esto constituye un buen indicador para evaluar las condiciones fisiológicas del 
aparato fotosintético. 
Esta relación presentó valores de (R2) muy elevados, tanto en la época 




Figura 3.9. Fluorescencia de la clorofila para todos los tratamientos y fechas de medición. 
Representado a la izquierda, la variable relación Fv/Fm (PHIP0) y a la derecha, la eficiencia 
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Figura 3.10. Gráfico de dispersión entre la Eficiencia fotosintética relativa (PHiE0)rel y el 
logaritmo del “Performance Index” relativo (Log (PIabs)rel). Se presentan dos gráficas, (A) a la 
época de lluvia y (B) a la época de seca. Se puede observar como el R2 es muy elevado con valores 
0.94 en la época de lluvia y 0.92 para la época de seca. 
3.3.2 Resultados del estudio molecular 
3.3.2.1. Resultados de la identificación de proteínas  
Con el objetivo de identificar proteínas expresadas diferencialmente en 
plántulas de pinos estudiadas bajo las condiciones climáticas (época lluviosa y 
seca) del Planalto Central de Angola, así como analizar su función molecular y 
participación en los diferentes procesos metabólicos, se realizaron cuatro análisis 
comparativos del proteoma de acículas de Pinus sp. El primer y  segundo análisis, 
correspondieron a comparaciones de las dos especies (P. patula vs P. greggii) en 
cada una de los tratamientos de simulación de estaciones realizados (lluviosa y 
seca), mientras que la tercera y cuarta comparativa fue realizada en cada una de 
las especies entre los dos tratamientos de simulación de estaciones realizados.  
Mediante el análisis de proteómica comparativa, se identificaron las 
proteínas expresas diferencialmente y de forma significativa (en cada especie o 
época), proteínas comunes (encontradas en las dos especies o en las dos épocas) y 
exclusivas (encontradas apenas en una especie o en una época).  
3.3.2.1.1. Comparación de P. patula vs P. greggii en los dos tratamientos 
de simulación de condiciones ambientales (época lluviosa y seca) 
El número de proteínas identificadas en el tratamiento de simulación de la 
época lluviosa fue mayor en P. patula en relación a P. greggii. Por el contrario, 
en el tratamiento de simulación de la época seca, el número de proteínas 
identificadas fue mayor en P. greggii en relación a P. patula. Los perfiles 
proteicos reflejaron diferencias en la expresión de proteínas tanto en las especies 
como en los tratamientos analizados.  
En el tratamiento de simulación de la época lluviosa fueron identificadas 
202 proteínas comunes en ambas especies. El total de proteínas identificadas en P. 
Aplicación de técnicas de genómica funcional a la caracterización de la respuesta al estrés hídrico 




patula fue 641 (50,6%), de las cuales 323 proteínas eran exclusivas. En la especie 
P. greggii fueron identificadas un total de 425 proteínas (33,5%), siendo 
exclusivas 209. 
Sin embargo, en el tratamiento de simulación de la época de seca se 
identificaron el doble de proteínas comunes (409) (28,7%) para ambas especies 
con respecto a la época de lluvia. En el caso de la especie P. patula se 
identificaron 585 proteínas totales (41,5%), de las cuales, 245 eran exclusivas. En 
la especie P. greggii se identificaron 432 proteínas totales (30,3%), siendo 180 
exclusivas (Fig. 3.11 y Anexo II). 
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Figura 3.11. Diagrama de Venn indicando las proteínas comunes y diferenciales identificadas en 
las acículas de P. patula y P. greggii. en la por nLC LTQ Orbitrap utilizando el motor de búsqueda 
Sequest/ HT. (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/. La letra A representa tratamiento de 
época lluviosa y la letra B representa tratamiento de época seca. 
3.3.2.1.2. Comparación entre tratamientos (simulación época seca y 
época de lluvia) de forma individual para cada especie. 
En el análisis individual de cada una de las especies en función del 
tratamiento de simulación de estaciones fueron identificadas de forma 
mayoritarias proteínas expresadas en “la época de seca”. La expresión mayoritaria 
de estas proteínas podría estar relacionada con el tratamiento (simulación épocas 
de lluvia y seca) pudiendo aportarnos información del porqué de su expresión, de 
cuál es su función molecular y con qué procesos metabólicos están relacionadas.  
En la Fig. 3.12 se representa la comparación del perfil proteómico de 
ambas especies en cada una de los tratamientos de simulación revelándose 
variaciones en los niveles de expresión de proteínas. En P. patula, fueron 
identificadas mayor número de proteínas en el tratamiento de simulación de la 
época seca (497) (45,6%) con respecto a la época lluviosa (269) (24,7%). Las 
proteínas comunes fueron 323 (29,7%); las exclusivas de la época lluviosa fueron 
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157 y de la época seca 255. n P. greggii también se identificaron diferencias 
importantes en la expresión de proteínas. Al igual que en P. patula fueron 
identificadas mayor número de proteínas en el tratamiento de simulación de la 
época seca (633) (47,8%) con respecto al tratamiento de simulación de la época 
lluviosa (451) (34,1%). Las proteínas comunes fueron 239 (18,1%), siendo 














Figura 3.12. Diagrama de Venn representando las proteínas comunes y diferenciales identificadas 
en las acículas de P. patula y P. greggii en los dos tratamientos de simulación (época seca y 
lluviosa) por nLC LTQ Orbitrap utilizando el motor de búsqueda Sequest/ HT. 
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/.  
3.3.2.2. Resultados del análisis de los términos de Ontologia Génica. 
Para el análisis de los perfiles funcionales de las cuatro comparaciones 
realizadas se tuvieron en cuenta los términos de la Gene Ontology (GO) mediante 
la aplicación de PlantSlim para la categoría Procesos Biológicos. De forma 
general, se pueden apreciar algunas diferencias considerables con respecto a las 
proteínas expresadas tanto por aumento como por disminución en las cuatro 
comparaciones. Estos resultados son interesantes ya que revelan los mecanismos 
P. patula  
Dry season  Rainy season 
Similar amount 
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fisiológicos de estas dos especies en respuesta a las dos condiciones 
experimentales impuestas (época lluviosa y época seca).  
3.3.2.2.1. Comparación de P. patula vs P. greggii en los tratamientos de 
simulación de la época lluviosa y época seca. 
Los resultados de los perfiles funcionales para la ontología relativa a 
procesos biológicos tanto para la especie P. patula como para la especie P. 
greggii en ambas épocas revelan ciertas diferencias entre los procesos 
representados en cada especie dentro de la misma época. 
La participación mayoritaria de proteínas en el tratamiento de simulación 
de la época de lluvia para las dos especies se asoció básicamente a los procesos de 
metabolismo (primario, de substancias orgánicas, proteínas y de componentes del 
nitrógeno), fotosíntesis, procesos biosintéticos y por diminución de expresión de 
las proteínas responsables de estímulos extracelulares (Figura 3.13).  
 
Figura 3.13. Comparación entre P. patula y P. greggii en el tratamiento de simulación de la 
época lluvia. En el gráfico se representan aquellos procesos biológicos (aumento o disminución) 
cuyo porcentaje de diferencia de proteína expresada en cada especie es igual o superior al 40%  
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Cabe destacar que la expresión mayoritaria de proteínas en este 
tratamiento se produjo en la especie P. patula para todos los procesos biológicos, 
excepto en el proceso de la fotosíntesis en el que se identificaron 7 proteínas 
asociadas a este proceso mientras que en P. greggii se identificaron 40 proteínas 
relacionadas con la fotosíntesis, representando una diferencia del 70%. 
En el tratamiento de simulación de la época seca los procesos biológicos 
enriquecidos en ambas especies incluyen las categorías de biosíntesis, 
metabolismos (carbohidratos, lípidos, substancias orgánicas, componentes del 
nitrógeno y péptidos), componentes de la organización celular, responsables de 
estímulos abióticos, de expresión génica y las  relacionadas con la fotosíntesis y 
crecimiento que reducen su nivel de expresión siendo esta reducción más 
acentuada en la especie P. patula, con una diferencia del 44% respecto a P. greggi 
(Figura 3.14). 
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Figura 3.14. Comparación entre P. patula y P. greggii en el tratamiento de simulación de la 
época seca. En el gráfico se representan aquellos procesos biológicos (aumento o disminución) 
cuyo porcentaje de diferencia de proteína expresada en cada especie es igual o superior a 40%  
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3.3.2.2.2. Comparación de cada especie en el tratamiento de simulación 
de la época lluviosa y época seca. 
En la comparación individual de cada especie en ambos tratamientos de 
simulación de las dos épocas, se identifica una mayor participación de proteínas 
en los procesos sobreexpresados en la época seca con respecto a la época lluviosa. 
Por ejemplo, la especie P. greggii en el tratamiento de época seca, revela 
una mayor expresión de proteínas en los procesos de metabolismo (primario, 
carbohidratos, substancias orgánicas y lípidos), procesos catabólicos, muerte 
celular y de respuestas estímulos extracelulares y menor expresión en los 
procesos de fotosíntesis y expresión génica con diferencia de 82 y 50% 
respectivamente con respecto a la época de lluvia (Figura 3.15). 
 
Figura 3.15. Comparación entre los tratamientos de simulación de la época seca y la época 
lluviosa en P. greggii. En el gráfico se representan aquellos procesos biológicos (aumento o 
disminución) cuyo porcentaje de diferencia de proteína expresada en cada época es igual o 
superior al 40%  
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En el caso de P. patula en la época seca los principales procesos 
biológicos sobreexpresados fueron metabolismo (primario, celular, de las 
proteínas, de substancias orgánicas y de componentes del nitrógeno), procesos 
biológicos, muerte celular, expresión génica y respuesta a estímulos abióticos, 
siendo el proceso menos expresado el de fotosíntesis (Figura 3.16). 
 
Figura 3.16. Comparación entre los tratamientos de simulación de las épocas seca y lluviosa en 
P. patula. En el gráfico se representan aquellos procesos biológicos (aumento o disminución) cuyo 
porcentaje de diferencia de proteína expresada en cada época es igual o superior a 40%  
Los resultados encontrados indican que la especie P. greggii en el 
tratamiento de simulación de la época seca expresa un menor número de proteínas 
involucradas en el proceso de expresión génica (19) con respecto a la época 
lluviosa (57), equivalente a una diferencia 50%. Esto no ocurre en el caso de la 
especie P. patula en la cual este proceso se ve enriquecido en la época seca con 
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respecto a la lluviosa (58 y 13 proteínas respectivamente) representando el 63% 
de diferencia. 
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3.4. Discusión  
3.4.1 Estudio fisiológico  
La variabilidad en las aportaciones hídricas como resultado de la 
simulación de la época lluviosa y época seca de la meseta central de Angola, 
influyó en todas las variables morfofisiológicas estudiadas, tanto en P. greggii 
como en P. Patula, con mejores resultados en el tratamiento de simulación de la 
época seca en la fase inicial del experimento, donde la humedad no era un 
limitante. Una vez que las plantas estuvieron expuestas al déficit hídrico, su efecto 
negativo comenzó a incidir en las variables, sobre todo en la supervivencia y 
como era de esperar, las plantas de la época lluviosa mantuvieron su crecimiento 
normal. Estos resultados han reforzado nuestro punto de vista sobre el déficit 
hídrico y su efecto negativo en la reducción del crecimiento y sobre la tasa 
fotosintética (Anjum, et al., 2011). 
Supervivencia  
El déficit hídrico es citado como el principal factor limitante para la 
supervivencia (Ceacero, et al., 2012; Akıncı y Lösel, 2012; Claeys e Inze, 2013; 
Wang, et al., 2013; Ortuño, et al., 2015). 
En este estudio la supervivencia no mostró diferencias a lo largo de los 
primeros 21 días de ensayo para ningún tratamiento. A partir del día 28 se observó 
que las plantas comenzaron a morir, aumentando la mortalidad hasta el final del 
período de medición (día 42), en el que el número de bajas fue de 24 en P. greggii 
y 25 en P. patula, lo que equivale al 60% y 62,5% de mortalidad respectivamente. 
Este resultado es consistente con el de otros autores como Ceacero, et al., 
(2012); Espinoza, et al., (2014); Ortuño, et al., (2015) y Sigala, et al., (2015) que 
en sus estudios apuntan a que la supervivencia, la biomasa y el crecimiento de una 
planta pueden ser afectados por varios factores, entre ellos la humedad del 
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substrato y la temperatura, hasta el punto de provocar serias restricciones en su 
crecimiento, desarrollo y supervivencia.  
Algunos autores como Eloy, et al., (2014) afirman que existe una fuerte 
dependencia de la supervivencia con variables de crecimiento (altura y diámetro) 
por ejercer un papel muy importante en el desarrollo de las plántulas y en 
consecuencia, con los requerimientos de permanencia en vivero.  
Crecimiento  
Al evaluar la respuesta de las plantas a los tratamientos de simulación 
(época seca y época de lluvia), se observó que, en la fase inicial del experimento, 
cuando las aportaciones hídricas eran iguales para los dos tratamientos las plantas 
del tratamiento de simulación de la época de seca tuvieron un mayor crecimiento. 
Este resultado podría deberse a que, las plantas de este tratamiento tuvieron una 
respuesta positiva al factor temperatura, mayor en el tratamiento de lluvia ya que 
estas temperaturas se alejan del rango óptimo de crecimiento de las dos especies 
de Pinus estudiadas (SIRE-CONABIO, 2006). En este sentido, autores como 
Viveros-Viveros, (2013) estudiando los caracteres morfológicos de P. patula en 
diversas zonas altitudinales de México indican que los mismos están muy 
influenciados por el ambiente, sin que sea posible separar el efecto ambiental del 
genético. 
Los requerimientos agroecológicos reportados para estas especies según el 
Sistema de Información de Reforestación SIRE-CONABIO, (2006), apuntan a 
que las temperaturas óptimas para el crecimiento de P. greggii y P. patula oscilan 
entre 10-20ºC, más cercanas a las del tratamiento de simulación de seca, 
explicando el mayor crecimiento inicial de las plantas (incremento en altura y 
diámetro) bajo condiciones de irrigación (20±5ºC). Este incremento en altura se 
manifestó apenas hasta el día 21, en que se intensifica el déficit hídrico y las 
plantas dejan de crecer (altura). Esto sugiere que, mientras que las temperaturas se 
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mantienen en los valores óptimos para estas especies, es posible reducir el riego a 
una periodicidad de 21 días.  
Autores como Gomes y Paiva (2004) consideran al diámetro como una 
variable importante a tener en cuenta a la hora de evaluar la calidad de las 
plántulas forestales en el vivero, ya que, cuando el diámetro es mayor la planta 
tendrá un mejor equilibrio para soportar el crecimiento de la parte aérea. Sin 
embargo, en este caso, no encontramos diferencias significativas entre los 
tratamientos, excepto en la medida del día 42 cuando el déficit hídrico es severo y 
se produce una reducción del diámetro. 
Al evaluar la respuesta diferencial por especie se observó que en el 
tratamiento de la época seca las plantas de las dos especies soportaron 21 días sin 
regar, sin diferencias significativas en las variables de crecimiento (altura y 
diámetro). Este resultado podría ser utilizado para el diseño del régimen de riego 
en estas condiciones climáticas mejorando la gestión eficiente de los recursos 
hídricos. En este mismo sentido Fox y Montague, (2009) afirman que los valores 
más altos encontrados en la altura de las plántulas no siempre están asociado a 
altos niveles de humedad, pudiéndose economizar grandes cantidades de agua en 
la etapa de vivero.  
En este sentido, autores como Vergara, et al., (2017) estudiando los 
requerimientos hídricos en otras especies forestales como Gmelina arborea en 
vivero concluyen que el manejo hídrico es determinante para el desarrollo y 
producción de las plántulas y que un exceso de humedad en el sustrato disminuye 
la cantidad de oxígeno, lo que genera alteraciones en la fisiología de la planta 
disminuyendo su velocidad de crecimiento. En este mismo sentido, otros autores 
Villar-Salvador, et al., (1997); Bulfe y Fernández, (2014), afirman que las plantas 
cuando comienzan a evidenciar condiciones hídricas desfavorables reducen el 
crecimiento, promueven la aparición de la yema apical y se inician mecanismos de 
resistencia ante el estrés. 
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Otros muchos resultados en estudios sobre déficit hídrico con especies de 
pinos mexicanos en la etapa de vivero concluyeron que el estrés hídrico es uno de 
los factores que más influye en el crecimiento de las plantas, generando daños e 
incluso la muerte en muchas de ellas (Cetina, et al., 2002; Martínez-Trinidad, et 
al., 2002; Maldonado-Benitez, et al., 2011; Prieto-Ruíz, et al., 2012 y Sigala, et 
al., 2012). 
Potencial hídrico  
Con respecto al potencial hídrico (Ψ), los resultados mostraron diferencias 
significativas (p < 0,05) entre los dos tratamientos de simulación (época seca y 
lluviosa) y las dos especies.  Estas diferencias se acentuaron en la época seca a 
partir del día 35, alcanzándose los valores más negativos del potencial hídrico en 
la última medida día 42, (‐5,77 MPa y ‐4,35 MPa) para las especies P. patula y P. 
greggii respectivamente. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por 
Bulfe y Fernández, (2014), que estudiando el déficit hídrico en plántulas de Pinus 
taeda L, encontraron que el potencial hídrico tanto antes del amanecer (predawn) 
como al mediodía, presentó los menores valores (más negativos) en las plantas 
con restricción hídrica respecto a las plantas control en cada período de estrés. 
Estudios realizados evaluando el efecto de diferentes niveles de 
endurecimiento por estrés hídrico en Pinus halepensis Mill., encontraron que las 
plántulas de P. halepensis comenzaron a morir con valores de potencial - 3,7 MPa 
(Villar-Salvador, et al., 1997). Estos resultados coinciden, en general, con los 
obtenidos en este trabajo pues el potencial hídrico solo afectó a la supervivencia a 
partir de la medida 28, cuando el potencial hídrico alcanzó valores de -2,87 MPa y 
-3,41 MPa para P. greggii y P. patula respectivamente.  
Sin embargo, en otras especies de pino como Pinus cooperi algunos 
resultados muestran como potenciales similares a los que inducen mortalidad en 
nuestras especies (-3,24) apenas limitan el crecimiento, pero no afectan a la 
supervivencia (Prieto-Ruíz, et al., 2012). En este mismo sentido Ritchie y Landis, 
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(2010) apuntan que en la etapa de vivero las coníferas bajo condiciones de estrés 
disminuyen su potencial hídrico el cual incide en los procesos fisiológicos de las 
plantas  afectando su crecimiento pero muchas veces no, su supervivencia.  
Por su parte Prieto, et al., (2004), estudiando la respuesta a estrés hídrico 
de Pinus Engelmannii Carr. producidos en vivero manifestaron que las coníferas 
son capaces de soportar altos niveles de estrés hídrico, con valores de potencial 
hídrico de hasta -1,2 MPa sin afectar al crecimiento. Esto estaría en concordancia 
con los resultados encontrados en este estudio, ya que el crecimiento (altura y 
diámetro) apenas se limitó a partir de 21 días sometidos a sequía, cuando el 
potencial hídrico había alcanzado valores -2,61 MPa y -2,62 MPa en P. greggii y 
P. patula respectivamente. Estos resultados concuerdan también con las 
observaciones realizadas por Ávila-Flores, et al., (2014), que en su trabajo sobre 
preacondicionamiento de Pinus engelmannii Carr. mediante déficit de riego en 
vivero concluyeron que hasta una reducción del potencial hídrico a valores de  -
2.90 MPa no produjo una limitación en el crecimiento en altura y diámetro del 
cuello de las plántulas. 
Fluorescencia  
Como es bien conocido la luz absorbida por la molécula de clorofila es 
transformada a través de las reacciones fotoquímicas del proceso de la fotosíntesis 
de energía luminosa a energía química, emitida en forma de fluorescencia o 
disipada como energía térmica (Ceacero, et al., 2010). Esto implica que cuando se 
mide la fluorescencia en determinadas circunstancias se puede conocer la 
eficiencia de los otros dos procesos (fotoquímica y disipación en forma de calor). 
Como ha sido reportado por Baker y Rosenqvist, (2004) el estudio de 
parámetros como la fluorescencia de la clorofila se ha utilizado de forma rutinaria 
durante muchos años para examinar el estado del aparato fotosintético de las 
plantas, tanto en condiciones controladas como de campo, permitiéndonos obtener 
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informaciones cualitativas y cuantitativas da absorción y aprovechamiento de la 
energía luminosa por el fotosistema II.  
En este estudio, de forma general, los valores más altos de todas las 
variables estudiadas relacionadas con la fluorescencia se detectaron en el 
tratamiento de simulación de la época de lluvia con respecto a la época seca y la 
especie P. patula presentó los valores más altos con respecto P. greggii en ambas 
épocas. Cabe destacar que las diferencias entre los valores alcanzados por las dos 
especies no cobraron significación estadística hasta la última medida (día 42), 
quizás estos resultados estén relacionados con el crecimiento (altura) ya que   la 
especie P greggii tuvo mayor crecimiento que P. patula. A este respecto Di 
Benedetto y Tognetti, (2016) estudiando diferentes especies forestales en 
condiciones de campo encontraron relación entre el crecimiento en altura y la 
capacidad fotosintética, afirmando que un aumento del crecimiento de las plantas 
puede limitar la expansión de la hoja y la fotosíntesis.  
En el caso particular de la relación (Fv/Fm), esta variable no presentó 
diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05), hasta el día 28 del ciclo 
de evaluación, con valores medios que oscilan entre 0,4 e 0,8. A partir de la 
medida del día 35, se observan diferencia significativas entre los tratamientos, 
detectándose los valores más bajo en el tratamiento de simulación de la época de 
seca, tanto en P. patula como en P. greggii, con valores de 0,35 y 0,38 
respectivamente. Esta disminución fue acentuándose hasta llegar a 0 al final del 
ensayo, es decir después de 42 días sin regar. Similares resultados fueron 
obtenidos por Ditmarová, et al., (2010), estudiando la respuesta fisiológica de 
plántulas de abeto rojo (Picea abies) al estrés por sequía detectaron una 
disminución significativa de la relación Fv/Fm cuando el estrés hídrico fue severo.  
La eficiencia fotoquímica (PHiE0) se comportó de forma análoga, es decir, 
de forma general no se encontraron diferencias significativas, (P>0.05), con 
valores entre 0,1 y 0,2. Ya a partir del día 42, es decir al final del experimento 
estas diferencias cobraron significación estadística, llegando alcanzar valor 0. 
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Cabe destacar que a pesar de haberse detectado las diferencias significativa solo al 
final del experimento, la especie P. patula alcanzó los valores más altos, lo cual 
puede estar relacionado con el hecho de que esta especie tuvo menor crecimiento 
en altura que la especie P. greggii.  
Por último, fue constatada una correlación positiva (r= 0,495) entre el 
índice de Ejecución (PIABS) y la eficiencia fotoquímica (PHiE0).  Esto implica  
que la máxima eficiencia fotoquímica primaria de las hojas es directamente 
proporcional al índice de Ejecución (PIABS) por tanto a medida que aumenta la 
variable PHiE0, aumenta (PIABS).  
 Según autores como Ceacero, et al.,  (2012) estudiando la detección 
temprana del estrés ambiental mediante el análisis de la fluorescencia de la 
clorofila de brinzales de encina (Quercus ilex sub. ballota), plantean que el (PIABS) 
nos revela una información integrada de los procesos más importantes del sistema 
fotosintético, por lo que un aumento del (PIABS) refleja un aumento en la 
funcionalidad del fotosistema I y II de la planta bajo condiciones de estrés.  Por lo 
tanto, podemos inferir que esto constituye un buen indicador para evaluar las 
condiciones fisiológicas del aparato fotosintético. 
En este mismo sentido Guadagno, et al., (2017) estudiando la 
fluorescencia variable en coníferas (Picea engelmannii y Pinus contorta) bajo 
diferentes regímenes de agua encontraron una fuerte correlación (r = 0,85) entre la 
eficiencia fotoquímica (PHiE0) y la fluorescencia variable (Fv/Fm), sugiriendo 
que la medición de la fluorescencia de la clorofila puede utilizarse como indicador 
de la supervivencia de las planta ante un déficit hídrico.   
Resultados similares fueron obtenidos por Taïbi, et al., (2017) en estudios 
relacionados con la tolerancia a la sequía de Pinus halepensis informan que la 
eficiencia máxima de PSII (Fv/Fm) fue mayor en las plántulas que crecieron en 
condiciones de riego con respecto a las que crecieron en condiciones de sequía. 
Estos resultados son consistententes con los reportado por Zhang, et al., (2017) 
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con otras gimnospermas los cuales concluyen que estas especies tropicales y 
subtropicales muestran disminuciones estacionales en la tasa fotosintética. 
Estos resultados están en consonancia con los encontrados por Mejía de 
Tafur, et al., (2014), que estudiando la respuesta fotosintética de Eucalyptus 
grandis W. Hill a la disponibilidad de agua en suelo y a la intensidad de luz, 
concluyeron que E. grandis reduce la tasa de fotosíntesis de manera significativa 
ante un déficit hídrico en el suelo. Otros resultados similares fueron encontrados. 
Nuestros resultados y los de los autores citados contrastan con los de 
Junqueira et al., (2013), que en un estudio sobre la respuesta fisiológica de 
genotipos de Eucalyptus grandis e E. urophylla a la falta de disponibilidad hídrica 
y a la fertilización potásica afirman que el déficit hídrico no afectó a la relación 
Fv/Fm debido a que la fertilización potásica disminuyó los efectos negativos del 
déficit hídrico en la etapa inicial de crecimiento del eucalipto. Estos autores 
relacionan resultados con el período de estrés, el cual podría haber sido 
insuficiente para inducir alteraciones en la eficiencia fotoquímica, o quizás a un 
aumento en la tolerancia de estos genotipos al déficit hídrico. 
Al respecto, Baker y Rosenqvist, (2004) apunta que en condiciones de 
estrés abiótico (déficit hídrico) ocurre una disminución característica en la 
eficiencia quántica potencial del fotosistema II, pudiendo ser detectada por la 
disminución de los valores de la relación Fv/Fm y PHiE0, sobre todo cuando el 
déficit hídrico es severo. A este respecto algunos autores consideran que el cierre 
estomático, es una de las primeras respuestas de las plantas para reducir la perdida 
de agua bajo condiciones de estrés hídrico, lo que provoca una disminución de la 
tasa fotosintética (Pita, et al., 2005; Buckley, et al., 2011). 
Por estas razones algunos autores (Jiménez-Suancha, et al., 2015) 
consideran la fluorescencia como una herramienta de evaluación eficaz bajo los 
efectos del estrés, ya que la respuesta de las plantas es un buen indicador del 
estado del aparato fotosintético y por tanto, de las condiciones fisiológicas. 
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3.4.2. Estudio molecular  
Los resultados del estudio fisiológico, que apuntaban a una mayor 
resistencia al déficit hídrico de P. greggii en relación a P. patula, han sido 
reforzados por los resultados obtenidos a nivel molecular Teniendo en cuenta que 
el estudio a nivel proteómico permitió una mayor identificación de proteínas 
expresadas en la especie P. greggii en la simulación de la época de seca cuando 
comparada con la especie P. patula. Estas diferencias en la síntesis mayoritaria de 
proteínas identificadas en la especie P. greggii podría estar relacionada con una 
estrategia de respuesta, protección o adaptación desarrollada por la especie en 
condiciones de estrés, aportándole una elevada capacidad ecofisiológica para 
tolerar la sequía, lo que justificaría su amplia adaptabilidad y distribución en el 
mundo. 
 En este sentido autores como García-Morales, et al., (2013); Jorge, et al., 
(2015); Choudhury, et al., (2017) afirman que las plantas no solo responden al 
estrés hídrico a nivel fisiológico, sino que esta respuesta también es inducida a 
nivel molecular, siendo esta quizás una de las más importantes.  
Las observaciones referentes al análisis de los términos de Ontologia 
Génica de enriquecimiento para los procesos biológicos revelaron una abundancia 
significativa de proteínas en procesos biológicos comunes en las dos especies, 
cuando están expuestas a la misma condición experimental (época lluviosa y 
seca), no obstante, cabe destacar que este nivel de expresión varía según la 
especie. 
La expresión mayoritaria de proteínas en la simulación de la época 
lluviosa se identificó en la especie P patula con respecto a P greggii y los 
procesos más enriquecidos para ambas especies en esta época se resumen a 
continuación.  
La sobreexpresión de proteínas relacionadas con el metabolismo 
(primario, de substancias orgánicas, proteínas y de componentes del nitrógeno) 
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está relacionado con los procesos de germinación crecimiento, desarrollo y 
reproducción, y en esta época en la que el riego no fue un limitante, las plantas 
continuaron su crecimiento normal hasta el final del experimento (día 42) no 
siendo así en la simulación de la época de seca donde el crecimiento (altura) se 
detiene a partir del día 21. Estos resultados son corroborados por Pita, et al., 
(2005) en Eucalyptus globulus; Matthew, et al.; (2015) en Pinus radiata; Du, et 
al., (2018) en Pinus Massoniana los cuales reportan que el procesos de la 
fotosíntesis se inhibe en condiciones de sequía y consecuentemente disminuye la 
tasa de crecimiento de las plantas. 
Los procesos biosintéticos relacionados con la síntesis de substancias 
orgánicas y la fotosíntesis también estuvieron enriquecidos. Se verificó una 
diminución en el nivel de expresión de las proteínas responsables de estímulos 
extracelulares, debido quizás a que en esta época las plantas no estaban 
estresadas y por tanto no percibieron ninguna señal ambiental que justificara una 
sobreexpresión en este proceso.   
Al respecto estudios previos realizados por Taïbi, et al., (2017); Fox, et al., 
(2018); Du, et al., (2018), estudiando déficit hídrico en otras especies de Pinus 
reportaron enriquecimiento en el proceso de la fotosíntesis en los tratamientos con 
riego, lo que sugiere que el proceso de fotosíntesis, el crecimiento y 
consecuentemente la supervivencia de las plantas se asocia con buenas 
condiciones de irrigación. Esto está en sintonía con los resultados encontrados por 
El‐Asmar, et al., (2017) que investigando la eficiencia del uso de agua utilizando 
como planta modelo Pinus pinea, particularmente en las regiones áridas, reveló 
que un aumento en la retención de agua del sustrato prolonga el tiempo de 
supervivencia de las plántulas de pino en un 90%. 
Otros resultados similares fueron reportados por Gustafson, et al., (2017) 
en diferentes especies arbóreas que señalan que el riego aumenta el proceso de 
fotosíntesis y la producción de biomasa. 
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Otros autores como Siles, et al., (2010) o Becerra, et al., (2013), evaluando 
la eficiencia del riego en diferentes especies arbóreas nativas han reportado un 
efecto positivo del mismo en la supervivencia y el crecimiento de las plántulas.  
En la simulación de la época seca la expresión mayoritaria se identificó en 
la especie P. greggii. Los procesos biológicos enriquecidos en ambas especies 
incluyen las categorías de biosíntesis, metabolismo y componentes de la 
organización celular.  
La sobreexpresión de los procesos biosintéticos se asoció con la biosíntesis 
de osmólitos, aminoácidos, flavonoides, terpenos y fiothormonas como el ácido 
abscísico (ABA), considerada como un indicador del proceso adaptativo de las 
plantas al estrés, ya que sus niveles se incrementan en los tejidos vegetales cuando 
las plantas están expuestas a diferentes tipos de estrés abióticos (Moreno, 2009; 
Florido y Bao 2014). 
 El metabolismo (carbohidratos, lípidos, substancias orgánicas, 
componentes del nitrógeno y péptidos) y los componentes de la organización 
celular fueron otros de los procesos enriquecidos, pudiendo asociarse con la 
producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, reactive oxygen species) en 
las células vegetales. Autores como García-Morales, et al., (2013) consideran que 
su síntesis afecta negativamente a los componentes de la estructura celular 
(lípidos y a las proteínas) y el metabolismo. Sin embargo, Choudhury, et al., 
(2017) en sus investigaciones concluyen que mientras las células vegetales 
mantengan reservas de energía lo suficientemente altas como para desintoxicar las 
ROS, éstas son beneficiosas para las plantas durante el estrés abiótico, 
permitiéndoles ajustar su metabolismo y adaptarse a estas condiciones.  
En este mismo sentido Pastore, et al., (2007) plantean que el aumento en la 
producción de ROS, el mantenimiento de la estabilidad de la membrana celular, la 
síntesis de antioxidantes como la catalasa, que elimina, H2O2 en los peroxisomas, 
la peroxidasa (APX) que elimina H2O2 en los cloroplastos, mitocondrias y 
Aplicación de técnicas de genómica funcional a la caracterización de la respuesta al estrés hídrico 




citoplasmas y la superóxido de dismutasa (SOD), que elimina el superóxido O2
-, 
son algunos de los mecanismos de protección inevitables que desarrollan las 
plantas para superar el estrés abiótico. 
En cuanto al enriquecimiento identificado en la época de sequía del 
metabolismo de las substancias orgánicas, lípidos y de los componentes del 
nitrogeno, los resultados encontrados son consistentes con las investigaciones 
realizadas por Bavita, (2015), que considera la modificación en la función de las 
membranas (celular, fotosintética y mitocondrial), como uno de los procesos más 
dañinos detectado en las plantas ante condiciones de estrés abiótico, lo que está 
estrechamente relacionado con el metabolismo de los lípidos y las proteínas. Este 
resultado es consistente con los de Jaleel, et al., (2008); Du, et al., (2018) que 
reportan que, en condiciones de deficit hidrico, ocurre una inibición de la 
fotosintesis, alteraciones en el metabolismo y finalmente la muerte de las plantas. 
El enriquecimiento relacionado con los componentes del nitrogeno podria 
asociarse con la biosintesis de poliaminas (PA). Según autores como Sequera- 
Petrov, et al., (2015); Sequera-Mutiozabal, et al., (2016), estos metabolitos 
nitrogenados, se acumulan en las plantas en condiciones de estrés y están 
relacionados con el ácido abscísico e integrados con los procesos de señalización 
de especies reactivas de oxígeno (ROS), aumentando así la tolerancia de las 
plantas a diferentes tipos de estrés biótico y abiótico. 
En este sentido autores como Muilu-Mäkelä, et al., (2015) estudiando las 
respuestas metabólicas y fisiológicas a la disponibilidad de agua de las plántulas 
de pino silvestre (Pinus sylvestris L.) en la fase de crecimiento revelaron que la 
expresión de los genes relacionados con la biosíntesis de compuestos nitrogenados 
como poliaminas, la arginina descarboxilasa (ADC), la espermidina sintasa 
(SPDS) y la termospermina sintasa (ACL5,) no se ve afectada por el estrés 
hídrico. 
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Los últimos procesos sobrexpresados por aumento fueron los 
responsables de estímulos abióticos y de expresión génica. Estos procesos están 
relacionados con la síntesis de proteínas de prevención contra daños proteicos, 
como es el caso de las proteínas LEA (Late Embriogenesis Abundant Proteins). 
Según Pinho dos Reis, et al., (2016) y Nadeem, et al., (2019), las plantas inducen 
varios genes en respuesta a la sequía. Algunos de ellos codifican las proteínas 
LEA, las acuaporinas, las moléculas de señalización, los factores de transcripción, 
mientras que otros, pueden participar en la síntesis de osmoprotectores como la 
glicina e incluso algunas pueden funcionar como antioxidantes,  protegiendo  las 
estructuras de la membrana de los daños causados por la sequía, regulando el 
estatus redox o actuando como desintoxicador de radicales libres  
Básicamente el proceso en el que se identifica una reducción significativa 
en el nivel de expresión fue el proceso de la fotosíntesis, pudiendo estar asociado 
a alteraciones en los procesos fotoquímicos a nivel del fotosistema II (PSII), a una 
disminución de la actividad de la Rubisco, o al sistema generador de ATP 
(Medrano, et al., 2002). En este mismo contexto, autores como Pšidová, et al., 
(2015) estudiando la respuesta fotosintética de plántulas de haya europea (Fagus 
sylvatica L.) al déficit hídrico reportaron que en situaciones de simulación de las 
condiciones de sequía por la interrupción del riego se observa una disminución en 
la eficiencia de la fotoquímica primaria en el PSII. 
De acuerdo a los presentes resultados, anteriores estudios han demostrado 
también que el proceso de la fotosíntesis se ve inhibido en condiciones de estrés, 
no solo nivel fisiológico, sino también a nivel molecular, pues como fue 
mencionado anteriormente en el acápite de resultados, existe una subexpresión de 
proteínas (Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa/ oxigenasa (Rubisco), fructuosa 1,6 
bifosfato (FBPase) y la piruvato ortofosfato dikinasa (PDK), asociadas con este 
proceso (Anexo 3.2).  
Esta subexpresión se identificó en ambas especies, aunque con mayor 
intensidad en P patula. Resultados estos quizás un poco contradictorios ya que la 
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variable fluorescencia en la especie P. patula alcanzó mayores valores al final de 
experimento (día 42) con respecto a P greggii, lo que en teoría demostraría podría 
deberse al alto grado de complejidad de los sistemas biológicos cuando son 
expuestos a determinadas condiciones ambientales Huang, et al., (2009). Otra 
posible causa puede estar relacionada con el tipo de estudio, ya que en los 
estudios de alto rendimiento se realiza una evaluación masiva de todas las 
proteínas (proteoma) de forma simultánea, generando una gran cantidad y 
variedad de datos que obliga a la implementación de flujos de 
análisis/procesamiento extremamente complejos que se precisan corregir para 
evitar que esta variabilidad interfiera en los resultados (Veit, et al., 2016; Pfeuffer, 
et al., 2017). 
En general este estudio arroja resultados que subrayan las conclusiones 
obtenidas en gran parte de los trabajos previos en este campo por García-Morales, 
et al., (2013), los cuales plantean que la respuestas al estrés por sequía requiere de 
la síntesis de proteínas metabólicas importantes, como las que participan en la 
síntesis de osmoprotectores, y la operación de proteínas reguladoras en la ruta de 
transducción de señales, o los factores de transcripción, ya que la mayoría de estas 
respuestas implican el control y la regulación de la expresión de genes. 
Estos resultados coinciden con los encontrados por Fox, et al., (2018) que 
estudiando la especie Pinus halepensis tras el análisis de enriquecimiento para 
procesos biológicos relacionados con la sequía identificó en total diez procesos 
biológicos, de los cuales, existía un aumento en los relacionados con el nivel de 
transcripción (condiciones de riego) los procesos relacionados con el metabolismo 
de substancias orgánicas, el metabolismo del ADN, la biosíntesis (flavonoides, 
terpenos y hormonas) y la fotosíntesis y una disminución de la transcripción en 
los procesos catabólicos de almidón, polisacárido y manano.  
De forma análoga, Wang, et al., (2013), en estudios realizados con Pinus 
massoniana Lamb, concluyen que ante condiciones de estrés la expresión de 
proteínas está relacionada básicamente con cinco categorías funcionales: 
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fotosíntesis, metabolismo energético o primario, metabolismo secundario, 
estabilidad proteica y defensa. Éstos pueden estar regulados por 
aumento/disminución de expresión. En este caso en particular, están regulados por 
disminución los procesos de fotosíntesis y metabolismo primario y por aumento 
los relacionados con la estabilidad proteica y de defensa.   
También Sancho-Knapik, et al., (2017), estudiando déficit hídrico en 
Pinus sp encontró sobrexpresión en los procesos biosintético de osmólitos como 
la prolina, otros relacionados con la acumulación de ABA y por disminución el 
proceso de fotosíntesis. 
Estos resultados coinciden con los hallazgos de otros estudios realizados 
por Bechtold, et al., (2016) con la especie modelo Arabidopsis thaliana,  que en 
condiciones de sequía los cambios de los niveles de expresión en los procesos de 
metabolismo y expresión génica aumentan la tolerancia a la sequía e inician 
diversas respuestas de evitación y escape de la sequía. 
También se han encontrado resultados similares por Müller, et al., (2017), 
que analizando la expresión génica diferencial en condiciones de estrés por sequía 
en otras especies forestales como el caso de haya europea (Fagus sylvatica)m 
mostró enriquecimientos de los términos GO en las plantas estresadas en los 
procesos relacionados con el metabolismo de los lípidos, y la homeostasis. 
Por su parte investigadores como Liu, et al.,  (2015) también encontraron 
resultados similares en otras especies vegetales como el trigo (Triticum aestivum 
L.) observaron que bajo condiciones normales de irrigación existía un 
enriquecimiento en las categorías funcionales de la fotosíntesis y las rutas de 
biosíntesis de nutrientes en relación a plantas estresadas.  
Aplicación de técnicas de genómica funcional a la caracterización de la respuesta al estrés hídrico 




3.5. Conclusiones  
La presente investigación ha analizado el comportamiento fisiológico y 
molecular de las dos especies de Pinus bajo la simulación de las dos condiciones 
naturales (época seca y lluviosa) del Planalto Central de Angola. A partir de los 
resultados obtenidos fueron extraídas las siguientes conclusiones:  
En la simulación de la época de seca de la meseta central de Angola, las 
plantas de P. greggii y P. patula soportaron 21 días sin regar sin diferencias 
significativas en las variables de crecimiento altura y diámetro. Este resultado 
podría ser utilizado para una gestión optimizada de los recursos hídricos en 
condiciones de vivero. 
Los resultados del estudio molecular demuestran que la expresión 
diferencial de proteínas fue mayoritaria en la simulación de la época seca 
comparada con la época lluviosa y en la especie P. greggii con respecto a la 
especie P. patula.  
El análisis de ontología de genes (GO) indicó que el estrés por sequía en 
Pinus spp, está relacionado con un aumento en el nivel de la expresión de 
proteínas en los procesos relacionados con el metabolismo, biosíntesis, 
organización celular, estímulos abióticos y expresión génica, mientras que por 
disminución de expresión en los procesos relacionados con la fotosíntesis y el 
crecimiento. 
De forma general, las plántulas de P. greggii fueron más tolerantes a la 
sequía que las plántulas de P. patula. Esta información puede ser utilizada como 
base para la selección de las especies a introducir en los programas de 
restauración de zonas con condiciones limitantes de agua.  
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Capítulo 4. Análisis fisiológico y proteómico de plantas de 
Pinus patula micorrizadas con Pisolithus tinctorius (Pers.) 
bajo déficit hídrico 
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En la actualidad las ectomicorrizas son consideradas una parte esencial del 
ecosistema forestal, siendo utilizadas a nivel mundial en los programas forestales, ya 
que las plantas micorrizadas toleran mejor las condiciones de estrés fisiológico, como el 
estrés post-trasplante, ciclos de sequía prolongados, salinidad excesiva o deficiencia de 
nutrientes en suelo (Reverchon, et al., 2012). 
Angola es un país con un patrimonio forestal casi único en el África 
Subsahariana, tanto en términos cuantitativos como cualitativos, que de ser explotados 
de forma sostenible podrían contribuir al desarrollo económico, social y ambiental del 
país (MINUA, 2006). Uno de los principales factores que limita la supervivencia y el 
crecimiento de las plantas forestales en Angola es la seca estacional, la cual puede 
agravarse en los próximos años según las previsiones de cambio climático.  
El estrés hídrico ocasionado por la sequía puede afectar géneros de plantas 
forestales como es el caso de Pinus uno de los géneros exóticos más plantados en 
Angola y que junto a Cupressus, ocupan una superficie aproximada de 148.000 
hectáreas (PDMPSA, Plano de Desenvolvimento de Médio Prazo do Sector Agrário., 
2012). 
Entre las posibles soluciones a dicho problema se encuentra la aplicación de 
tecnologías que permitan producir plantas más resistentes a períodos de estrés hídrico 
severo comenzando a partir de la etapa de vivero. Es, en esta línea en la cual las 
micorrizas cobran una gran importancia como alternativa biotecnológica, ya que con la 
inoculación de las plántulas en vivero mediante hongos ectomicorrícicos se puede 
garantizar el éxito del establecimiento y desarrollo de estas plántulas aumentando su 
supervivencia en campo (Fernández, et al., 2013).  
Entre los géneros de hongos ectomicorrícicos (HECM) más utilizados se 
encuentran Hebeloma, Laccaria, Rhizophogon, Scleroderma, Suillus y Pisolithus. 
(Gómez-Romero, et al., 2013). Pisolithus. tinctorius es considerado un género de gran 
interés forestal ya que establece simbiosis ectomicorrícica con gran variedad de plantas 
entre las que se incluyen más de veinte géneros de gimnospermas y angiospermas con 
distribución mundial; incluyendo especies forestales de las familias Casuarinaceae, 
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Dipterocarpaceae, Oleaceae, Myrtaceae y particularmente las Pinaceae (Pérez-Moreno 
y Read, 2004; García-Rodríguez, et al., 2006; Ambríz, et al., 2010; Arija, et al., 2013).  
La respuesta a estrés hídrico del género Pinus no solo se ha estudiado a nivel 
morfológico y fisiológico sino también a nivel molecular (Ariza, 2011; Wang, et al., 
2013; Xu y Wu, 2016). En estos trabajos se han identificado en distintas condiciones de 
estrés proteínas reguladoras del metabolismo, fotosíntesis, transducción de señales y 
transcripción. Sin embargo, los estudios realizados no son suficientes (Prieto, et al., 
2012). En el caso particular de Angola no sé conocen estudios sobre las alteraciones de 
proteínas bajo estrés hídrico en este género. 
El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la inoculación del hongo 
ectomicorrícico Pisolithus tinctorius en plántulas de P. patula sometidas a sequía a 
través de un análisis morfofisiológico y proteómico. 
4.2 Materiales y métodos 
4.2.1. Estudio a nivel fisiológico  
4.2.1.1 Material vegetal 
Este ensayo se llevó acabo en el Laboratorio del Grupo de Investigación de 
Evaluación y Restauración de Sistemas Agrícolas y Forestales (RNM360) de la 
Universidad de Córdoba, España.  
La producción de las plantas se realizó a partir de semillas certificadas de las 
especies de Pinus patula y Pinus greggii procedentes de México, suministradas por el 
Banco de Semillas del Centro de Genética Forestal, (CNRGM), las cuales fueron 
previamente desinfectadas por inmersión en una solución de hipoclorito de sodio 
NaClO al 5% y aclarado posterior con agua corriente. La siembra se realizó en bandejas 
de cultivo con contenedor de 300 cm3 de capacidad (desinfectados con NaClO al 5%, 
durante 30 min antes de ser utilizado). El sustrato empleado estaba compuesto de 75 % 
de turba y 25 % de perlita, esterilizado en autoclave durante 1 hora a 120ºC, tres veces, 
dejando intervalos de enfriamiento de 24 horas. 
El hongo ectomicorrícico utilizado fue Pisolithus tinctorius procedente del 
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A los 6 meses de edad las plantas fueron inoculadas disolviendo 2g de inóculo 
(Pisolithus tinctorius) por planta lo más próximo de la raíz. Este protocolo se repitió a 
los 15 días para garantizar su efectividad.  
4.2.1.2 Diseño experimental 
El ensayo se llevó a cabo en cámaras de cultivo, bajo condiciones controladas, 
simulando las condiciones naturales de la Meseta Central de Angola (época seca) con 
temperatura medias anuales entre de 20±5ºC, una humedad constante durante todo el día 
y un fotoperiodo de 12 horas de luz/12 de oscuridad.  
El experimento se inició cuando las plantas tenían 10 meses de edad y se 
prolongó durante un periodo de 35 días. El riego, en los tratamientos regados se realizó 
3 veces por semana manteniendo siempre el 100% de la capacidad de campo en cada 
alveolo.   
Los tratamientos fueron divididos en dos grupos funcionales (mesas), que fueron 
rotando a lo largo del ensayo para evitar que cualquier posible anomalía de la cámara 
(posición respecto a los focos, respecto a la puerta de entrada o los ventiladores y 
humificadores) afectara de forma significativa alguno de los tratamientos. 
Tratamientos  
En el ensayo fueron evaluados cuatro tratamientos (Tabla 1), empleándose un 
total de 320 plantas. Para las medidas no destructivas y el seguimiento de la 
supervivencia se utilizaron 160 plantas (40 x 4 tratamientos) y para las medidas 
destructivas (potencial hídrico, contenido relativo de agua del cepellón y parte aérea) 80 
plantas (4 plantas x 4 tratamientos x 5 tomas de muestras 0, 21, 28 y 35 días). 
Tabla 1. Tratamientos evaluados en el experimento 
Tratamientos Denominación Descripción 
T1 TPIC Patula Inoculado con micorriza / riego 
T2 TPI Patula Inoculado con micorriza / sin riego 
T3 TPNIC Patula No inoculado con micorriza / riego 
T4 TPNI Patula No inoculado con micorriza / sin riego 
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4.2.1.3 Medidas morfológicas y fisiológicas 
Durante el periodo de seguimiento del ensayo se evaluó la supervivencia, el 
crecimiento (altura y diámetro), el potencial hídrico del xilema al amanecer, el 
contenido relativo de agua del cepellón y parte aérea, y la fluorescencia de las acículas. 
Las mediciones para todas las variables evaluadas se realizaron en cuatro ocasiones, a 
los 0, 21, 28 y 35 días del experimento. 
El crecimiento fue evaluado a partir de la altura de la parte aérea y el diámetro 
del cuello de la raíz. La altura se midió con una regla graduada desde la base (cuello de 
la raíz) hasta la yema apical y el diámetro mediante calibre digital Mitutoyo Absolute 
digital (Mitutoyo Inc., UK, e ±0.1 mm).   
La supervivencia se midió a lo largo del ensayo mediante inspección visual, 
considerando planta viva aquella que tenía al menos un tercio de su parte aérea 
funcional y muerta, aquella que no tenía ni un tercio de su parte aérea verde. 
El potencial hídrico del xilema fue medido justo antes del inicio de la 
iluminación (ψa), mediante una cámara de Scholander o cámara de presión (SKPM 
1400, Skye Instrumentos) Scholander, et al., (1965). Para ello se retiraron 4 plantas por 
especie y por tratamiento. 
Para determinar el contenido relativo de agua del cepellón y parte aérea, se 
retiraron cuatro plantas de cada tratamiento que fueron pesadas en fresco en una balanza 
Metler Toledo (e±10 mg). Una vez pesadas en fresco, se mantuvieron en estufa de 
convección a 72 ºC durante un periodo de 72 horas, tras las cuales fueron pesadas de 
nuevo. 
La fluorescencia de las acículas fue medida sobre un grupo de acículas del tercio 
central de cada planta en 20 plantas por tratamiento con un fluorímetro (Plant Efficiency 
Analyzer, Hansatech Instruments) (Navarro-Cerrillo, et al., 2004). La medida con el 
fluorímetro (Plant Efficiency Analyzer, Hansatech Instruments) se realizó dos horas 
después de la iluminación de la cámara. Tras un periodo de oscuridad de 30 minutos, en 
el que las acículas se protegen mediante una pinza de exclusión de luz del exterior, se le 
suministra una luz continua y homogénea, a través de 6 diodos que emiten luz actínica 
roja a 660 nm de intensidad (a 4500 μmolm‐2s‐1), sobre una superficie de 4 mm. Una 
vez registrados los datos, éstos se analizaron aplicando las ecuaciones del JIP‐test 
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mediante el software Biolyzer Strasser y Tsimilli‐Michael, (2001). Las variables 
estudiadas fueron la relación Fv/Fm como indicador de la proporción de energía 
atrapada en los centros de reacción que no se ha dispersado en forma de calor ni como 
fluorescencia, es decir, la máxima energía que pasa a los centros de reacción de la 
absorbida inicialmente, la eficiencia fotosintética (PHiE0), como un indicador de la 
energía que ha pasado a los centros de reacción y se utiliza en la cadena de transporte de 
electrones respecto de la que se absorbió en el complejo antena del fotosistema II y el 
“Performance Index” (PIabs) o índice de ejecución, como un índice global que resume 
la eficiencia del sistema (Hermans, et al., 2003) Figura 4.1. 
 
Figura 4.1. Medida de fluorescencia. Plántulas de Pinus patula al inicio del experimento (10 meses de 
edad). 
4.2.1.4 Análisis estadístico 
Los datos de las variables de cada tratamiento, crecimiento (diámetro del cuello 
de la raíz y altura), supervivencia, porcentaje de humedad de la parte aérea y del 
sustrato y fisiológicas (potencial hídrico del xilema, fluorescencia de la clorofila), 
fueron sometidos a un test de normalidad y de homogeneidad de varianza. Los datos 
expresados como porcentaje fueron estandarizados utilizando la Transformación 
Angular de Bliss. Posteriormente se realizó un análisis de varianza ANOVA según 
modelo lineal de clasificación simple, con un nivel de confianza del 95%. Al existir 
diferencias significativas (p < 0,05) entre los tratamientos se realizó una prueba de 
rango múltiple de Tukey para un 5% de significación para comparar las medias 
utilizando el programa estadístico SPSS® versión 22,0 para Microsoft® Windows® 
(Visuata, 1998). 
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4.2.2. Estudio molecular 
El estudio molecular se realizó en el Servicio Central de Apoyo a la 
Investigación (SCAI) de la Universidad de Córdoba, siguiendo la misma metodología 
descrita en los capítulos anteriores (2 y 3). 
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4.3.1. Estudio fisiológico  
De forma general, los mejores resultados fueron encontrados en el tratamiento 
T3 (no inoculado/con riego), sin diferencias significativas con los tratamientos T1 y T2 
(inoculado/con riego e inoculado/sin riego, respectivamente) y con diferencias 
estadísticamente significativas con el tratamiento T4 (no inoculado/sin riego). Las 
diferencias fueron más acentuadas a los 28 y 35 días de tratamiento. 
Supervivencia  
Con respecto al porcentaje de supervivencia, en la Figura 4.2 se puede verificar 
como la supervivencia estuvo influenciada por la inoculación: as plantas inoculadas, a 
pesar de estar expuestas a un déficit hídrico durante 35 días, presentaron un 60% de 
supervivencia frente al 33,3% de las plantas no inoculadas. En los tratamientos control 
(con o sin inoculación) sin interrupción del riego, el porcentaje de supervivencia fue del 
100%  
 
Figura 4.2. Porcentaje de supervivencia de la especie Pinus patula con inoculación del hongo 
ectomicorrícico (Pisolithus tinctorius), expuesta a un déficit hídrico de 35 días. 
Crecimiento  
En el caso de las variables de crecimiento (figura 4.3 y 4.4), las plantas tuvieron 




























Inoculado riego Inoculado / sin riego
No inoculado/ riego No inoculado/ sin riego
EE±0,797
Genómica funcional aplicada a la caracterización de la respuesta a estrés hídrico y a la inoculación de 
micorrizas en P. greggi y P. patula introducidas en el polígono forestal de Chianga- Huambo, Angola 
121 
 
Con respecto a la altura, al inicio del ensayo, cuando las plantas tenían 10 meses 
de edad la atura media en las plantas de todos los tratamientos era de 9±2 cm. Los 
valores más altos de altura (11,36 cm) se alcanzaron a los 35 días en el tratamiento T3 
(No inoculado/riego), lo que equivale a un incremento mensual aproximado de 0,6 cm. 
Este incremento en altura a los 21 días se observó en general en todos tratamientos sin 
diferencias significativas entre ellos. 
En las medidas realizadas a los 28 y 35 días de experimento, se observaron 
diferencias significativas (95% de significación) entre el tratamiento T4 (no 
inoculado/sin riego) con el resto de los tratamientos. Estas diferencias entre los valores 
de la altura de las plantas están relacionadas con la supervivencia de las mismas, ya que 
cuando se determinaron a los 28 y 35 días, aproximadamente el 27% y 67% de las 
plántulas estaban muertas. 
 En la figura 4.3 B, se representa los resultados relacionados con el diámetro de 
las plantas. En la misma se observa que los mayores valores (2,52 cm) fueron 
alcanzaron en el tratamiento T3 (No inoculado/riego), superando significativamente a 
los demás tratamientos a los 35 días de experimento. 
Figura 4.3. Evolución temporal de las variables de crecimiento estudiadas en todos los tratamientos a lo 
largo del experimento. Representado con la letra (A) la altura  con (B) el diámetro. 
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Figura 4.4. Plántulas de Pinus patula a los 28 días de inicio do experimento. De izda. a dcha. 
Tratamientos T1 (riego/inoculado), T2 (sin riego/inoculado) T3 (riego/no inoculado). y T4 (sin riego/no 
inoculado).  
Porcentaje de humedad de la parte aérea y del sustrato. 
Con respecto al porcentaje de humedad de la parte aérea y del sustrato no fueron 
encontradas diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos estudiados 
hasta el día 21 (figura 4.5). 
En el caso del porcentaje de humedad de la parte aérea, a partir del día 28 hasta 
no existen diferencias entre los tratamientos T1 y T2 aunque sí se observan diferencias 
significativas con respecto a los tratamientos no inoculados, T3 y T4. 
Las diferencias significativas entre todos los tratamientos para el caso del 
porcentaje de humedad del substrato también se observan a partir de la medida 28 
extendiéndose hasta la medida 35. Los dos tratamientos sometidos a riego, T1 y T3, 
mantuvieron los mayores porcentajes de humedad con respecto a los tratamientos en los 
que el riego fue interrumpido T2 y T4. 
Figura 4.5. Evolución temporal de las variables porcentaje de humedad de la parte aérea (izda.) y del 
sustrato (dcha.) en todos los tratamientos a lo largo del experimento. 
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Potencial hídrico del xilema 
En cuanto al potencial hídrico del xilema, como se muestra en la Figura 4.6, no 
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos hasta el final del 
experimento (día 35), donde el tratamiento T1 difirió significativamente de los demás 
tratamientos (T2, T3, T4).  
Los valores más altos (-1,76 Mpa) de esta variable se encontraron en el 
tratamiento T1 (inoculado/riego) sin diferencias significativas con el resto de los 
tratamientos. Este comportamiento se mantuvo casi constante a lo largo del experimento 
excepto al final (a los 35 días de experimento) donde se encontraron los valores más 
negativos en los tratamientos T2 y T4 (-3,01 y -3,03 Mpa) respectivamente. 
 
Figura 4.6. Potencial hídrico del xilema al amanecer. Representado para todas las fecha de medición y 
para todos los tratamientos. 
Fluorescencia 
Para evaluar la alteración de actividad fotosintética en función del tratamiento se 
evaluaron la relación Fv/Fm (PHiP0), la eficiencia fotoquímica (PHiE0) (Figura 4.7), y 
el “Performance Index” (PIabs) o índice de ejecución, como un índice global que 
resume la eficiencia del sistema. 
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Los valores más altos para la relación Fv/Fm (PHiP0), fueron encontrados en los 
tratamientos inoculados (T1 y T2) en todas las medidas realizadas. Estos valores 
rondaron entre 0.5 y 0.6, sin diferencias significativas (P>0.05) con los tratamientos T3 
y T4. A partir del día 28 los valores de esta relación Fv/Fm en los tratamientos T3 y T4 
(no inoculados) mostraron un descenso, alcanzando los valores más bajos (0,2 y 0,1 
respectivamente) al final del experimento (día 35).  
De forma similar se comportó la eficiencia fotoquímica (PHiE0), con los 
máximos valores en los tratamientos T1 y T2, oscilando entre 0,15 y 0,28, y diferencias 
significativas con respecto a los tratamientos T3 y T4 en todas las medidas realizadas. 
Los valores más bajos se detectaron al final del ensayo, con valores de las plantas no 
inoculadas de 0,07 en el T3 y 0,02 en el T4 respectivamente. 
El índice de ejecución presentó los mayores valores al inicio del experimento en 
los tratamientos T1, T2 y T3, con diferencias significativas con el tratamiento T4 a 
partir del día 21. A partir del día 28, las diferencias fueron significativas entre todos los 
tratamientos, con los valores más altos en los tratamientos T2 y T3. 
De forma general para las tres variables de la fluorescencia analizadas los 
valores más elevados fueron detectados en los tratamientos T1 y T2 (inoculados con/sin 
riego), principalmente en las determinaciones realizadas en los días 21 y 28. El 
tratamiento en el que se observan los menores valores, incluso próximos a 0 al final del 
experimento (día 35), fue en el T4 (no inoculado/ sin riego). 
 
Figura 5.7. Fluorescencia de la clorofila para todos los tratamientos y fechas de medición. Representado 
con la letra (A), la variable relación Fv/Fm (PHIP0), con (B) la eficiencia fotosintética (PHiE0) y con (C) 
el índice de ejecución (PIabs). 
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4.3.2. Estudio molecular 
4.3.2.1. Perfiles proteicos  
Para el análisis de los perfiles de expresión diferencial de proteínas se realizaron 
dos análisis comparativos del proteoma de acículas de la especie P. patula. La primera 
comparación correspondió a los tratamientos T1 y T3 (inoculado/no inoculado con 
hongo ectomicorrícico Pisolithus tinctorius) en condiciones normales de irrigación y de 
los tratamientos T2 y T4 (inoculado/no inoculado) expuestas a un déficit hídrico de 35 
días.  
En general se observaron cambios importantes en el nivel de expresión de 
proteínas, fundamentalmente en los tratamientos que estuvieron sometidos a déficit 
hídrico. 
Comparación de P. patula inoculado vs no inoculado con riego. 
La comparación de P. patula en los dos tratamientos con presencia/ausencia de 
inoculación con el hongo ectomicorrícico Pisolithus tinctorius con riego se muestran en 
la Figura 4.8. Como se puede observar fueron identificadas un mayor número de 
proteínas 446 (46,9%) en las plantas no inoculadas con respecto a las 230 (24,2%) 
identificadas en las plantas inoculadas. Las proteínas comunes fueron 274 (28,8%). 
Comparación de P. patula inoculado vs no inoculado sin riego. 
La comparación de P. patula inoculado vs P. patula no inoculado sin riego se 
muestran en la figura 4.8. En este caso, se identificaron 452 (65%) en las plantas no 
inoculadas mientras que solo 158 (22,7%) identificadas en las plantas inoculadas. Las 
proteínas comunes fueron 85 (22,7%). 
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Figura 4.8. Diagrama de Venn. Representa las proteínas comunes y diferenciales identificadas en los 
tratamientos por nLC LTQ Orbitrap utilizando el motor de búsqueda Sequest/ HT. 
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/-  
A partir de los resultados de la cuantificación se generó un mapa de calor 
(Heatmap de Hierarchical Cluster Analysis) (figura 4.9) donde se representan los 
cambios en la expresión de las proteínas en cada uno de los tratamientos evaluados. 
Cada columna corresponde a una muestra del panel superior (tratamientos) y cada fila 
una mancha de las réplicas biológicas, observándose una clara diferencia en los perfiles 
de proteínas expresadas con presencia/ausencia de inoculación con o sin interrupción 
del riego. Los clusters, de sobreexpresión de proteínas con respecto a la media se 
representan en color rojo, los de subexpresión en verde y los que no muestran diferencia 
de expresión en negro.  
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Figura 4.9. Mapa de calor que muestra perfil de proteínas sobre o subexpresados de forma diferencial en 
los diferentes tratamientos. Representado por la letra (A) T1 y T3 con o sin inóculo con riego y con la 
letra (B) T2 y T4 con o sin inóculo sin riego. El color verde representa una subexpresión de proteínas y el 
color rojo sobrexpresión y el color negro una expresión media. 
 
4.3.2.2. Resultados del análisis de los términos de Ontologia Génica (GO).  
Comparación de P. patula inoculado con el hongo (Pisolithus tinctorius) vs no 
inoculado con riego. 
En la comparación de P. patula inoculado vs no inoculado con riego los 
procesos biológicos que se ven enriquecidos (por aumento o disminución) en el nivel de 
expresión de proteínas, cuyo porcentaje de diferencia de proteína expresada en cada 
condición es igual o superior al (40%), son los procesos metabólicos: metabolismo de 
los lípidos, con 44 proteínas identificadas en las plantas no inoculadas con respecto a 
las 3 proteínas identificadas en las plantas inoculadas, representando una diferencia del 
87%, seguido del metabolismos de péptidos con 49 y 9 proteínas respectivamente y 
una diferencia del 69% y con mayor número de proteínas implicadas el metabolismo de 
las proteínas con 90 proteínas identificadas en las plantas no inoculadas frente a las 28 
identificadas en las inoculadas, lo que equivale a un 53% de diferencia. 
También estuvieron expresados por aumento los procesos de transporte y 
localización, con 45 proteínas identificadas en las plantas no inoculadas frente a las 4 
en las inoculadas representando una diferencia del 84%, los procesos de expresión 
génica con 51 proteínas identificadas en las plantas no inoculadas y 9 en las inoculadas 
(70% de diferencia) y por último los procesos de biosíntesis de sustancias orgánicas, 
identificándose 49 en las plantas no inoculadas y 9 en las inoculadas, con una diferencia 
del 69%. 
Con respecto a los procesos cuyas proteínas asociadas sufren represión en su 
nivel de expresión se encuentra el proceso de fotosíntesis con 6 proteínas identificadas 
en las plantas no inoculadas frente a las 15 en las plantas inoculadas, lo que equivale a 
una diferencia del 43% (figura 4.10). 
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Figura 4.10. Comparación entre P. patula no inoculado con el hongo (Pisolithus tinctorius) vs inoculado 
riego. En el gráfico se representan aquellos procesos biológicos (aumento o disminución) cuyo porcentaje 
de diferencia de proteína expresada en cada condición es igual o superior al 40%.  
Comparación de P. patula inoculado vs P. patula no inoculado sin riego. 
En el caso de la comparación de P. patula no inoculado vs P. patula inoculado 
sin riego, como se puede observar en la figura 4.11, las proteínas sobrexpresadas en las 
plantas no inoculadas se atribuyen mayoritariamente a los procesos biológicos de 
traducción de señales, expresión génica, transporte, localización, metabolismo (de 
los lípidos, péptidos y proteínas), componentes de la organización celular, 
responsables de los estímulos abióticos, biosíntesis sustancias orgánicas, y los 
procesos en los que disminuye el nivel de expresión fueron: metabolismo de los 
carbohidratos, generadores de percusores metabólicos y fotosíntesis.  
En el proceso de expresión génica se identificaron 72 proteínas en las plantas no 
inoculadas frente a 5 proteínas en las plantas inoculadas, representando una diferencia 
del 87%. En procesos de traducción de señales se identificaron 11 proteínas en las 
plantas no inoculadas y 2 en las inoculadas, equivalente a un 69% de diferencia. En los 
procesos responsables de los estímulos abióticos fueron encontradas 11 proteínas en 
las plantas no inoculadas y 2 en las inoculadas, equivalente a un 69% de diferencia. 
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En el caso particular de los procesos de transporte y localización fueron 
identificadas el mismo número de proteínas en ambos procesos, 49 en las plantas no 
inoculadas y 19 proteínas en las inoculadas, correspondiendo a un 44% de diferencia. 
Con respecto a los procesos metabólicos el mayor número de proteínas fue 
identificada en el metabolismo de las proteínas, identificándose 143 proteínas en las 
plantas no inoculadas y apenas 15 en las inoculadas (81% de diferencia). En el caso de 
las proteínas relacionadas con procesos de metabolismo de los péptidos se encontraron 
72 proteínas en las plantas sin inóculo y 3 en las inoculadas, con una diferencia del 
92%. Por último, en el caso del metabolismo de los lípidos se identificaron 19 
proteínas en las plantas no inoculadas frente a 3 en las inoculadas, lo que se corresponde 
con un 72% de diferencia. 
 
Figura 5.11. Comparación entre P. patula no inoculado con el hongo (Pisolithus tinctorius) vs inoculado 
sin riego. En el gráfico se representan aquellos procesos biológicos (aumento o disminución) cuyo 
porcentaje de diferencia de proteína expresada en cada especie es igual o superior al 40%.  
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4.4. Discusión  
4.4.1. Estudio morfofisiológico  
Los resultados del estudio fisiológico apuntan que la inoculación de P. patula 
con el HECM Pisolitus tinctorius fue beneficiosa para las plantas inoculadas, 
encontrándose diferencias significativas entre los tratamientos (inoculado/no inoculado) 
en condiciones de déficit hídrico. No obstante, cabe destacar que en los tratamientos en 
los que las plantas estuvieron expuestas a las mismas condiciones de irrigación 
(controles), no se encontraron diferencias significativas entre las plantas inoculadas y 
las no inoculadas, quizás porque la micorrización en estas condiciones de irrigación no 
fue efectiva. 
Este comportamiento se asemeja a lo encontrado por Muilu-Mäkelä, et al., 
(2015), que estudiando la disponibilidad hidrica en plántulas de pino silvestre (Pinus 
sylvestris L.) en fase de crecimiento concluyen que la disponibilidad de agua influye en 
la morfología y en la efectividad de la micorrización, es decir, que tanto el déficit 
hídrico como el exceso de agua influyen en la capacidad de las plántulas para mantener 
una relación simbiótica efectiva. 
Supervivencia 
La supervivencia se vio afectada por el déficit hídrico a partir del día 28 en los 
tratamientos en los que hubo interrupción del riego, no obstante, a pesar de estar 
expuestas a un déficit hídrico de 35 días, las plantas inoculadas presentaron un 
porcentaje de supervivencia del 60% frente al 33,3% de las plantas no inoculadas, lo 
que apunta a un efecto positivo de la micorrización. Estos resultados coinciden con lo 
apuntado por autores como Molina, et al., (2005); Brunner, et al., (2015); Victor, et al., 
(2017), que en estudios con especies forestales han encontrado también beneficios de 
los hongos micorrícicos para las plantas, relacionando este hecho con el aumento de 
absorción por parte de las raíces de agua y nutrientes.  
Estos resultados son similares a los encontrados por Gómez-Romero, et al., 
(2013) en Pinus pseudostrobus bajo condiciones de restauración, (con estrés nutricional 
e hídrico) en los que las plantas inoculadas con el HECM Pisolithus tinctorius, en los 
que la micorrización confirió beneficios para la adquisición de nutrientes que 
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consecuentemente aumentaron la supervivencia de plantas inoculadas (86%) frente a 
plantas no inoculadas (62%). Esto implicaría una gran ventaja para el establecimiento 
de las plantas ante bajo estas condiciones desfavorables. 
Otros resultados similares fueron obtenidos por Gómez-Romero, et al., (2015), 
que estudiando el efecto de la sequía en la relación simbiótica entre Pinus 
Pseudostrobus y Pisolithus Tinctorius reportaron que todas las plántulas sin inocular 
murieron tras 14 días sometidas a déficit hídrico mientras que las micorrizadas 
mantuvieron un 30 % de supervivencia. 
Crecimiento 
Los valores más altos de altura se observaron en las plántulas no inoculadas 
regadas. Estas diferencias no fueron estadísticamente en relación a las plantas 
inoculadas (con o sin riego) aunque sí con respecto a las plantas no inoculadas sin riego. 
En el caso del diámetro no hubo diferencias significativas entre los tratamientos 
inoculados. Varios autores como Harris-Valle, et al, (2009); Gómez-Romero, et al., 
(2015); Ma, et al., (2018); Guerrero-Galán, et al., (2018); Haro y Benito (2019), hacen 
referencia al efecto positivo de las micorrizas sobre la nutrición y consecuentemente 
sobre el crecimiento de las plantas. Similarmente Meddad-Hamza, et al., (2010), 
estudiando la eficiencia de dos hongos micorrícicos nativos (Glomus mosseae y Glomus 
intraradices) sobre el crecimiento del olivo micropropagado (Olea europaea L.) 
reportaron un aumento altamente significativo en el crecimiento de plantas inoculadas 
en comparación con plantas no inoculadas. 
Semejantes resultados fueron encontrados por Atala, et al., (2012), que 
estudiando el impacto de la inoculación con micorrizas (Rhizopogon luteolus) sobre la 
supervivencia y rasgos funcionales de plántulas de Pinus radiata en dos tratamientos de 
riego observaron que la mayoría de los rasgos funcionales no fueron afectados por la 
frecuencia o cantidad de riego, pero sí por la micorrización ya que la inoculación con R. 
luteolus aumentó la supervivencia (aunque redujo el tamaño de las plántulas). Estos 
autores concluyeron que la inoculación con micorrizas combinada con algún tipo de 
riego artificial podría ser una posible estrategia para reducir los efectos negativos de una 
sequía prolongada.  
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Otros resultados comparables son los reportados por Sánchez (2000), que 
estudiando diferentes técnicas de micorrización en Pinus halepensis en vivero con dos 
cepas de hongos ectomicorrízicos Pisolithus tinctorius (3SR) y Lactarius deliciosus 
(LDF5), concluye que un régimen de riego reducido (25% de porosidad de aireación) 
favorece la micorrización sin mermas en el crecimiento de las plantas. 
En este sentido Martínez-García, (2011) en ecosistemas semiáridos observó que 
el exceso de agua causó un decrecimiento en el desarrollo del hongo, mientras que a 
baja disponibilidad hídrica aumentó la abundancia de colonización micorrícica.  
Por otro lado, Meddich, et al., (2015) encontraron que la intensidad de 
colonización de la raíz de la palma datilera (Phoenix dactylifera) por el hongo 
disminuye cuando aumenta la deficiencia de agua del suelo.  
Otros autores como Ortega, et al., (2004) comparando el rendimiento de 
plántulas de pino radiata (Pinus radiata D. Don) inoculadas y no inoculadas en vivero 
con R. roseolus y S. citrinum afirman que la micorrización mejoró el crecimiento de los 
árboles durante los primeros dos años después de la siembra en el campo, 
particularmente en el sitio más seco. 
Debido a la gran variabilidad en la respuesta a la inoculación, para integrar la 
micorrización controlada en la producción viverística forestal, hay que tener en cuenta a 
intervención de varios factores (bióticos y abióticos) que influencian en el éxito de la 
micorrización y que a su vez son difíciles de controlar (Hernández y Salas, 2009; Pérez, 
et al., 2011; Hu, et al., 2015; Bertolazi, et al., 2018). Por ejemplo, trabajos realizados 
por González-Ochoa, et al., (2003) con plántulas de Pinus halepensis y Pinus pinaster, 
en dos tipos distintos de sustrato (corteza de pino compostada y turba-vermiculita 
fertilizada) utilizando inóculos de diferentes HECM encontraron diferencias 
significativas entre ambos tipos de sustrato, siendo, de forma general, la mezcla turba-
vermiculita fertilizada, el sustrato con los mejores resultados para las variables 
morfológicas estudiadas. 
Por su parte Carrera y López, (2004), comparando el efecto de la micorrización 
en Pinus greggii de siete especies distintas de HECM (Laccaria laccata, Suillus 
pseudobrevipes, Boletus pinophilus y Pisolithus tinctorius) a los nueve meses de 
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inoculación encontraron diferencias significativas en la altura y biomasa en peso seco de 
la planta, independientemente del hongo utilizado.  
Porcentaje de humedad de la parte aérea y del sustrato. 
Los resultados con respecto al porcentaje de humedad de la parte aérea y del 
sustrato muestran, de forma general, que no existen diferencias estadísticamente 
significativas entre los tratamientos estudiados hasta el día 21, apareciendo éstas a partir 
del día 28. El porcentaje de humedad de la parte aérea mostró diferencias significativas  
entre los tratamientos con o sin inóculo del HECM (Pisolithus tinctorius) mientras que 
en el caso del porcentaje de humedad del substrato, las diferencias significativas se 
observan entre los tratamientos sometidos a riego y aquellos en los que se interrumpió 
el riego. 
Estos resultados tienen similitud con los obtenidos por Fernandes, et al., (2019), 
que estudiando el efecto de la micorrización e de auxinas en el desarrollo de la especie 
Varronia leucocephala concluyen que la asociación micorrícica con los hongos 
Gigaspora albida y Glomus clarum aumentó la producción de brotes y raíces, y en 
consecuencia, el peso seco total, lo que sugiere que esta asociación fue eficiente para 
promover el desarrollo de la parte aérea de esta especie arbustiva. Igualmente, Hermida-
Castro, et al., (2013), investigando el efecto de la micorrización controlada con 
Laccaria laccata, Pisolithus tinctorius y Boletus badius en el crecimiento de plántulas a 
partir de semillas de Quercus robur, observaron los beneficios de la inoculación en las 
plántulas de Quercus robur, encontrando diferencias significativas en la altura final, el 
número promedio de hojas, el diámetro, el peso seco de la parte aérea y en el porcentaje 
de enraizamiento en los tres hongos ectomicorrízicos estudiados. Otros autores como 
Duñabeitia, et al., (2004), estudiando el efecto de la inoculación de tres HECM 
Rhizopogon luteolus, Rhizopogon roseolus y Scleroderma citrinum en Pinus radiata en 
vivero también encontraron valores más altos del peso seco en plantas inoculadas con 
respecto a plantas no inoculadas. Estos resultados se asemejan a los obtenidos por 
Meddich, et al., (2015), que estudiando la influencia de la micorrización con hongos del 
género Glomus (monosporus, clarum y deserticola) en la palmera datilera (Phoenix 
dactylifera) observaron un aumento de la tolerancia al déficit hídrico de las plantas 
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micorrizadas, con valores de peso seco de la parte aérea 2,4 veces superior al de las 
plantas no micorrizadas bajo condiciones limitantes de agua.  
Potencial hídrico 
En cuanto al potencial hídrico del xilema no se encontraron diferencias 
significativas entre los tratamientos excepto al final del experimento (día 35) donde sí 
aparecen diferencias estadísticamente significativas entre las plantas inoculadas regadas 
con respecto al resto de tratamientos. Los tratamientos con interrupción del riego, 
inoculados o no, alcanzaron los valores más negativos (-3,01 y -3,03 Mpa). Sin 
embargo, la relación entre estos bajos valores de potencial hídrico y la supervivencia es 
muy diferente, ya que las plantas inoculadas presentan una supervivencia del 60% y en 
los no inoculados apenas del 30%. Autores como Charya, et al., (2019) le atribuyen la 
resistencia de las plantas inoculadas al déficit hídrico al buen estado nutricional de las 
mismas y a la capacidad que tienen las hifas fúngicas extramatricales de transportar 
agua y nutrientes a las raíces de la planta hospedera, actuando como extensiones del 
sistema radical y comportándose como estructuras de absorción. Igualmente Meddad-
Hamza, et al., (2010), estudiando el efecto de la inoculación y la fertilización química 
con osmocote de plántulas de Olea europaea L. detectaron un crecimiento de brotes 
ligeramente más bajo en las plántulas inoculadas con G. mosseae, lo que duplicó el 
crecimiento de las raíces, en comparación con el de las plantas fertilizadas y 
consecuentemente un cambio en la relación raíz/brote permitiendo una mayor 
utilización de los recursos del suelo y fortaleciendo la capacidad de las plantas para 
resistir el estrés hídrico. 
Resultados similares a los encontrados en este estudio fueron reportados en 
estudios previos por Pigott, (1982) que estudiando el efecto de la micorrización en Tilia 
cordata confirmó que la inoculación con el hongo Cenococcum geophilum permitió que 
las plantas sobrevivieran a valores de potencial hídrico de hasta -5,5MPa. Por su parte 
Navarro-García, et al., (2011), en plántulas de Arbutus unedo L inoculadas con 
Pisolithus tinctorius bajo déficit hídrico durante el período de vivero, observaron que al 
final del período de vivero tanto el déficit hídrico como las micorrizas habían alterado la 
morfología de la planta produciendo cambios en el potencial hídrico y el crecimiento, 
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relacionados con el proceso de aclimatación en las plántulas, lo que podría proporcionar 
una mejor resistencia a las condiciones de sequía y estrés después de la plantación.  
También en la línea de nuestros resultados, otros autores (Meddich, et al., 2015), 
estudiando la influencia de la micorrización con los hongos Glomus (monosporus, 
clarum y deserticola) en la palmera datilera (Phoenix dactylifera) en la tolerancia al 
déficit hídrico apuntan que las plántulas de palmeras micorrizadas de los mismos 
hongos mantienen un potencial hídrico significativamente más negativo en las plantas 
no inoculadas que en las inoculadas. 
Fluorescencia 
Los valores más altos para la relación Fv/Fm (PHiP0), se encontraron en los 
tratamientos inoculados (T1 y T2) en todas las medidas realizadas, aunque estas 
diferencias solo son estadísticamente significativas a partir del día 28, fecha a partir de 
la cual, la relación Fv/FM en los tratamientos T3 y T4 (no inoculados) mostró un 
descenso brusco que se mantuvo hasta el final del experimento (día 35).  
De forma similar se comportó la eficiencia fotoquímica (PHiE0), con los 
máximos valores en los tratamientos inoculados (T1 y T2) con diferencias 
estadísticamente significativas con respecto a los no inoculados (T3 y T4) en todas las 
medias realizadas, detectándose los valores más bajos al final del experimento. 
El índice de ejecución presento los mayores valores al inicio del experimento en 
los tratamientos (T1, T2 y T3) con diferencias significativas con el tratamiento T4 a 
partir del día 21. 
De forma general para las tres variables de la fluorescencia analizadas los 
valores más elevados fueron detectados en los tratamientos T1 y T2 (inoculados con o 
sin riego) principalmente en las medida 21 y 28 y el tratamiento en el que se observan 
los menores fue en el tratamiento T4 (no inoculado/sin riego). 
Estos resultados resultan consistentes comparados con los estudios realizados 
por Barea, et al., (2016) quienes sostienen que las micorrizas inducen a las plantas una 
mayor capacidad de resistencia a la sequía y a la salinidad, pues le permite tener tasas 
de transpiración y fotosíntesis superiores bajo tales condiciones adversas, Navarro-
García, et al., (2011), que en plantas de Arbutus unedo inoculadas con Pisolithus 
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tinctorius bajo déficit hídrico durante el período de vivero encontraron que las plantas 
micorrícicas aumentaron los valores de conductancia estomática y fotosíntesis en 
relación a las plantas no inoculadas, especialmente en plantas estresadas o Cary y 
Pittermann, (2018), que observaron múltiples tendencias en la respuesta fisiológica de 
las plantas a la limitación de nutrientes, afirmando que las plantas con limitación de 
nutrientes se caracterizan típicamente por bajas tasas de crecimiento y bajas tasas 
fotosintéticas. Igualmente, Domínguez, et al., (2004) plantean que la tasa fotosintética 
generalmente es superior en las plantas micorrizadas, debido a una mayor eficiencia en 
la utilización del fosforo en el proceso fotosintético.  
Otros autores, como Rui-qing, et al., (2006), estudiando el efecto de la 
inoculación de nueves cepas de HECM en plántulas de pino escocés mongol (Pinus 
sylvestris var mongolica Litvin) concluyen que la micorrización de todas las cepas tuvo 
una influencia positiva sobre el crecimiento de esta especie y que algunas cepas 
(GT005) son capaces de incrementar significativamente (más de un 20%) el contenido 
de clorofilas en las hojas de las plántulas inoculadas con respecto a las plántulas no 
inoculadas. De igual forma, trabajos realizados por Muilu-Mäkelä, et al, (2015) en Pino 
silvestre apuntan que, en esta especie, vulnerable a estrés abiótico durante el 
crecimiento temprano, las raíces micorrizadas pueden ayudar a mantener un contenido 
estable de agua en los brotes y una alta eficiencia de PSII bajo estrés por sequía. 
Por su parte Chen, et al., (2015) investigando las funciones de los HECM bajo 
un amplio espectro de concentraciones de Cu en el suelo reportaron un aumento de la 
fotosíntesis y la biomasa en plántulas micorrizadas, concluyendo que la fotosíntesis en 
las plántulas de pino (Pinus densiflora) disminuyó mucho antes de que aparecieran los 
síntomas visibles de la toxicidad de Cu en las plántulas expuestas al mayor nivel de 
concentración de dicho elemento.  
Sin embargo, todos estos resultados, incluidos los de este trabajo, son 
contradictorios con los encontrados por Heinonsalo, et al, (2015), que estudiando el 
efecto de ocho HECM simbióticos comunes en plántulas de pino silvestre, (Pinus 
sylvestris) encontraron que las plantas micorrizadas y no micorrizadas no diferían 
significativamente en ninguno de los parámetros relacionados con la fotosíntesis. Según 
sus resultados, la distribución del nitrógeno dentro de las plantas y la economía del agua 
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de las plantas son los principales efectos de la simbiosis micorrícica que afectan la 
asignación del carbono en las plantas y la fotosíntesis. Sin llegar a contradecir los 
resultados, muchos autores apuntan a otras causas no relacionadas con la micorrización 
para las variaciones en las tasas fotosintéticas. Para Harris-Valle, et al., (2009) la 
eficiencia en el uso de la energía y del carbono determina el éxito de la asociación 
micorrícica, lo que a su vez depende de las características del huésped (especie y estado 
de desarrollo) y de las condiciones ambientales. Salguero et al., (2016) plantean que la 
tasa de fotosíntesis depende básicamente de las condiciones de radiación, temperatura y 
agua disponible. Asimismo, Smirnakou, et al., (2017) estudiando los efectos de cuatro 
diferentes calidades de luz LED de espectro continuo en las características de 
crecimiento de Pinus sylvestris L. y Abies borisii-regis Mattf afirman que la calidad e 
intensidad óptimas de la luz para el crecimiento y desarrollo de las plantas es específica 
para cada especie y extremadamente importante para el cultivo de plantas en cámaras de 
crecimiento. 
4.4.2. Estudio molecular  
Los resultados a nivel morfofisiológico resultan consistentes cuando son 
comparados con los obtenidos a nivel molecular, identificándose proteínas 
diferencialmente abundantes en las plantas no inoculadas con respecto a las inoculadas, 
implicadas fundamentalmente en procesos biológicos relacionados con la resistencia al 
estrés hídrico. También se encontró mayor número de proteínas comunes en las 
muestras de las plantas (controles), lo que muestra una menor variabilidad en el perfil 
proteómico de las muestras de P. patula con o sin inóculo dentro de las mismas 
condiciones de riego, no siendo así en las condiciones de déficit hídrico. 
Esta síntesis mayoritaria de proteínas identificadas en las plantas no inoculadas 
con respecto a las inoculadas, sobre todo en las condiciones de déficit hídrico, podría 
estar relacionada con el hecho de que estas plantas al no estar micorrizadas carecen de 
los beneficios que confiere la asociación micorrícica para absorber agua y nutrientes en 
condiciones de déficit hídrico y por tanto, se ven obligadas a activar mecanismos 
moleculares como posible estrategia de respuesta, protección o adaptación al déficit 
hídrico. En este sentido autores como García-Morales, et al., (2013); Florido y Bao 
(2014); Jorge, et al., (2015); Choudhury, et al., (2017); afirman que las plantas no solo 
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responden al estrés hídrico a nivel fisiológico, sino que esta respuesta también es 
inducida a nivel molecular. 
En la comparación de P. patula inoculado vs no inoculado en condiciones de 
riego existe un enriquecimiento (por un aumento o disminución en el nivel de expresión 
de proteínas) de las proteínas relacionadas con 8 procesos biológicos, con un porcentaje 
de diferencia de proteína expresada en cada condición igual o superior al 40%. Entre 
estos procesos biológicos se encuentra los metabólicos: metabolismo de los lípidos, 
seguido del metabolismo de los péptidos y con mayor número de proteínas implicadas 
el metabolismo de las proteínas. También estuvieron expresados por aumento con 
igual número de proteínas los procesos de transporte y localización, de expresión 
génica y por último biosíntesis sustancias orgánicas. Con respecto a los procesos 
cuyas proteínas asociadas sufren represión en su nivel de expresión se encuentra el de la 
fotosíntesis.  
En la comparación de P. patula no inoculado con el hongo (Pisolithus tinctorius) 
vs inoculado sin riego teniendo en cuenta el enriquecimiento de procesos por Ontología 
de genes, fueron identificados por (aumento o disminución) en el nivel de expresión de 
proteínas 13 procesos biológicos, entre los cuales las proteínas implicadas que sufren 
activación son los relacionados con traducción de señales, expresión génica, 
transporte, biosíntesis sustancias orgánicas, metabolismo de los lípidos, 
metabolismo de los péptidos y metabolismo de las proteínas, y los procesos en los 
que disminuye el nivel de expresión fueron: metabolismo de los carbohidratos, 
generadores de percusores metabólicos y fotosíntesis. 
De forma general los procesos enriquecidos por aumento o disminución están 
relacionados con procesos metabólicos, de biosíntesis, transducción de señales, 
expresión génica, fotosíntesis, transporte y localización. Estos resultados coinciden con 
los mencionados en la revisión de la literatura científica incluida en la introducción 
sobre la respuesta al estrés hídrico, del género Pinus a nivel molecular por los autores 
Ariza (2011); Wang et al., (2013) y Xu y Wu (2016), que identificaron la participación 
de varias proteínas reguladoras del metabolismo, fotosíntesis, transducción de señales 
y transcripción.  
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Los resultados de este trabajo también coinciden con los encontrados por otros 
autores. Du, et al., (2018), que evaluando la respuesta a nivel de transcriptoma de Pino 
masson (Pinus massoniana) a diferentes niveles de estrés por sequía encontraron 
enriquecimiento en varias categorías de ontología génica, principalmente en procesos de 
oxidación-reducción, transducción de señales de hormonas vegetales, expresión 
génica y metabolismo. Por su parte Lorenz, et al., (2011) encontró cambios en la 
expresión de genes de Pinus taeda L asociados previamente con estrés osmótico, 
síntesis de fitohormonas, enzimas que desintoxican especies reactivas de oxígeno y 
varios genes de función desconocida. 
La sobreexpresión de proteínas en plantas no inoculadas con respecto a las 
inoculadas en el proceso de transducción de señales y en el de expresión génica 
podría entenderse, ya que en condiciones de estrés hídrico una de las principales 
respuestas es la modificación en la expresión génica. En este sentido autores como 
Agarwal y Jha, (2010) apuntan que en condiciones de estrés, las plantas regulan la 
expresión génica por medio de diferentes factores de transcripción dependientes de 
ABA e independientes de ABA como DREB, MYC / MYB, AREB / ABF, NAM, 
ATAF1,2, CUC y sus correspondientes elementos de acción cis DRE, MYCRS / 
MYBRS, ABRE, NACRS. 
Por su parte Liu, et al., (2019) estudiando el efecto de la micorrización en la 
planta modelo Medicago truncatula, encontraron que los perfiles de transcripción de los 
brotes de las plantas micorrizadas indicaron la inducción sistémica de muchos genes que 
se predice que están involucrados en la respuesta a estrés o en las respuestas de defensa, 
concluyendo que la simbiosis se acompaña de un patrón complejo de cambios locales y 
sistémicos en la expresión génica, incluida la inducción de una respuesta de defensa 
funcional. 
Otros autores como Nakashima et al., (2009), estudiando estrés abiótico en la 
especie modelo Arabidopsis thaliana reportan que la regulación de la expresión génica 
está relacionada con la producción de enzimas clave en la vía de síntesis de osmólitos, 
proteínas con función protectora, enzimas antioxidantes y factores de transcripción 
(proteínas que se unen específicamente a secuencias cortas de ADN) y que inducen 
(activadores) o inhiben (represores) como la actividad de la enzima ARN polimerasa II. 
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Así mismo Hirayama y Shinozaki, (2010) ten su revisión sobre respuesta a estrés 
abiótico de las plantas en la era posterior al genoma apuntan que las rutas de 
transducción de señales pueden estar relacionadas con genes de respuesta temprana a 
diversos factores de estrés que a su vez codifican factores de transcripción que activan a 
los genes de respuesta tardía. Asimismo, Huang, et al., (2012) encontraron en sus 
revisiones que la percepción del estrés y consecuentemente transducción de señales por 
parte de las plantas para activar los mecanismos adaptativos es crucial para la 
supervivencia de las mismas en condiciones ambientales desfavorables.  
Otros autores como Lorenz, et al., (2011), estudiando genes reguladores de 
estrés hídrico en P. taeda, sostienen que los mecanismos moleculares subyacentes a la 
respuesta a estrés hídrico implican la señalización del estrés y la inducción de 
numerosos genes. Estos mismos autores identificaron varios nodos centrales (centros), 
como la 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa, zeatina O-glucosiltransferasa y una 
proteína que responde al ácido abscísico (ABA). Estos centros identificados también 
incluyen genes que se han asociado previamente con estrés osmótico, fitohormonas, 
enzimas que desintoxican especies reactivas de oxígeno y varios genes de función 
desconocida que conducen a la activación de las vías de tolerancia en las plantas. 
Con respecto a los proceso de transporte y localización cabe destacar que estos 
dos procesos biológicos parecen estar relacionados ya que ambos procesos presentan el 
mismo porcentaje de diferencia entre las plantas no inoculadas y las inoculadas, tanto en 
las condiciones de déficit hídrico como de riego. Estos resultados podrían estar 
relacionados con la activación de proteínas intrínsecas de membrana, como es el caso de 
las acuaporinas (AQP), cuya función está relacionada con el transporte de agua y 
pueden activarse o desactivarse por diferentes mecanismos de regulación.  
Autores como Lee et al., (2010), estudiando los efectos del HECM Suillus 
tomentosus sobre las propiedades de transporte de agua en plántulas de pino Jack (Pinus 
banksiana) sugieren que el transporte de agua mediado por AQP puede estar 
relacionado con la mejora de la resistencia al estrés reportada fundamentalmente en las 
plantas micorrizadas.  
Según Barea, et al., (2016) las micorrizas regulan el funcionamiento de las 
proteínas de membrana (acuaporinas) que facilitan y regulan el transporte de moléculas 
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de agua a favor de gradiente de potencial hídrico. Estos mismos autores señalan que la 
simbiosis micorrícica mejora el ajuste osmótico de la planta acumulando compuestos, 
conocidos como osmoreguladores (prolina), que permiten que la planta afronte 
situaciones de bajos potenciales de agua en suelos secos y que mantienen un gradiente 
de potencial de agua que favorece el flujo de agua hacia la raíz.  
Guerrero-Galán, et al., (2018), en sus revisiones sobre el proceso de transporte 
en la simbiosis micorrícica señalan que los sistemas de transporte de membrana son 
elementos cruciales para la nutrición y el desarrollo de las plantas, ya que juegan un 
papel clave en la absorción de nutrientes minerales y agua a nivel de la raíz, pero 
también en la translocación dentro de la planta lo que les permite adaptarse e interactuar 
con el entorno. 
Con respecto al metabolismo de las proteínas, procesos metabólico en el que 
fue identificado el mayor número de proteínas podría deberse a una mayor producción 
de enzimas relacionadas con la tolerancia al déficit hídrico producidas por las plantas no 
inoculadas. Autores como Talbot y Tresede, (2010), en sus hipótesis y predicciones 
sobre la absorción micorrícica en plantas, presumen que la capacidad de los hongos 
micorrícicos para asimilar aminoácidos y producir enzimas extracelulares está 
relacionada con la disponibilidad de recursos de carbono del hongo micorrícico. En 
otros trabajos realizados por Garcia, et al., (2000) evaluando el efecto de la 
micorrización en Pinus halepensis sobre las actividades enzimáticas como 
oxidoreductasas (actividades de deshidrogenasa y catalasa) e hidrolasas (ureasa, 
proteasa y fosfatasa), observaron una influencia positiva en el metabolismo de proteínas 
en los tratamientos inoculados.  
Por su parte Meddich, et al., (2015) estudiando la influencia de la micorrización 
con los hongos Glomus (monosporus, clarum y deserticola) en la palmera datilera 
también identificaron enzimas involucradas en la estimulación de eventos oxidativos en 
plantas estresadas, las cuales diferían en su intensidad en dependencia del hongo 
inoculado. 
Por su parte Alvarez, et al., (2009) investigando el metabolismo reactivo del 
oxígeno (concentración de peróxido de hidrógeno y malondialdehído) y la actividad 
enzimática antioxidante (superóxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa y 
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glutatión reductasa) en cultivos puros de HECM Descolea antartica Sing. y Pisolithus 
tinctorius (Pers.) Coker & Couch, y raíces no micorrícicas y micorrícicas de raíces de 
Nothofagus dombeyi (Mirb.) en condiciones de riego y condiciones de sequía, 
encontraron que los HECM estudiados regularon su metabolismo enzimático 
antioxidante de manera diferencial en respuesta a la sequía, concluyendo que el 
metabolismo enzimático antioxidante depende de la capacidad del hongo 
ectomicorrícico, siendo la asociación entre P. tinctorius y N. dombeyi la más efectiva en 
el metabolismo de especies reactivas de oxígeno (ROS). 
Sobre el metabolismo de los lípidos, autores como Jiang, et al., (2017) refieren 
que los nutrientes orgánicos que suministran las plantas a los hongos micorrícicos lo 
hacen principalmente en forma de azúcares. Laczko, et al., (2004) analizando la 
composición y abundancia de los lípidos en las raíces de plántulas de Pinus sylvestris y 
en micelios de Pisolithus tinctorius durante la formación de ectomicorrizas, encontraron 
cambios drásticos en la composición lipídica de la raíz, con un aumento considerable de 
todos los componentes lipídicos (ácidos grasos) del micelio fúngico extraradical, lo que 
indica que en la simbiosis, el hongo transporta los lípidos de las plantas desde la interfaz 
simbiótica al micelio extraradical 
En el proceso de biosíntesis de sustancias orgánicas también se identificó una 
sobreexpresión de proteínas en las plantas no inoculadas con respecto a las inoculadas 
que podría asociarse con la biosíntesis de enzimas, terpenos, osmólitos, aminoácidos, 
flavonoides y fitohormonas como el ácido abscísico (ABA). Al respecto Agarwal y Jha 
(2010), estudiando los factores de transcripción en plantas y señalización de estrés 
abiótico dependiente e independiente de ABA, séñalan que el ABA es una fitohormona 
de amplio espectro que no solo está involucrada en la regulación de la apertura, el 
crecimiento y el desarrollo del estoma, sino también en la coordinación de varias vías de 
transducción de señales de estrés en las plantas durante las tensiones abióticas.  
Los principales procesos cuyas proteínas implicadas inhiben su nivel de 
expresión ante estrés por déficit hídrico en las plantas no inoculadas con Pisolitus 
tinctorius fueron los relacionados con el metabolismo de los carbohidratos, 
generadores de percusores metabólicos, y los procesos de fotosíntesis, aunque estos 
con un menor nivel. Quizás esta diminución en el nivel de expresión de proteínas en las 
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plantas no inoculadas justifica los resultados encontrados a nivel fisiológico, en los que 
se detectaron los valores más bajos de la tasa fotosintética en las plantas no inoculadas 
con respecto a las inoculadas, pudiendo asociarse a la relación positiva que existe entre 
la micorrización y la fotosíntesis. 
La literatura existente sobre el metabolismo de los carbohidratos en la simbiosis 
ectomicorrícica Nehls, et al., (2016) hacen referencia al impacto de la simbiosis 
ectomicorrícica en la fotosíntesis de las plantas, el almacenamiento de carbohidratos, así 
como los posibles mecanismos de transferencia de carbono hacia el hongo.  
Gómez-Romero, et al., (2015) en algunos trabajos realizados con Pinus 
Pseudostrobus inoculados con Pisolithus tinctorius apuntan que las micorrizas inducen 
a una mayor capacidad de resistencia a sequía y salinidad permitiéndoles tener tasas de 
transpiración y fotosíntesis superiores bajo tales condiciones adversas.  
Otros autores como Muilu-Mäkelä, et al., (2015) estudiando la respuesta 
morfológica, metabólica y fisiológica de Pino silvestre (Pinus sylvestris L.) a estrés por 
sequía y micorrización encontraron que las plántulas bajo estrés invirtieron en brotes 
para mantener el contenido estable de agua en los mismo y una alta eficiencia de PSII, 
acumulando la Putrescina conjugada libre y soluble (Put) en agujas, lo que sugiere el 
papel de Put en la protección de los tejidos fotosintéticos bajo estrés por sequía, en esta 
especie. Estos resultados concuerdan con los nuestros, y con los de otros autores como 
Domínguez, et al., (2004), que estudiando el efecto de la micorrización en Pinus 
halepensis, encontraron que la tasa fotosintética generalmente es superior en las plantas 
inoculadas, no solo por los efectos de la nutrición en P, sino también por una mayor 
eficiencia en la utilización de este elemento en el proceso fotosintético, ya que podría 
inducir la formación de compuestos que influyen en la estructura y función de los 
cloroplastos.  
Todos estos resultados, sin embargo, contrastan con los de otros autores como 
Harris-Valle, et al., (2009), que estudiando la tolerancia a estrés hídrico en la 
interacción planta-hongo micorrícico en respuesta al metabolismo energético, 
consideran que esta asociación puede convertirse en una interacción parasítica donde es 
mayor el costo que el beneficio. Esto se daría principalmente en condiciones estresantes, 
ya que los fotoasimilados que la planta transfiere al hongo dejan de ser utilizados por la 
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planta modificando así su metabolismo, lo que resulta determinante para la 
supervivencia de la planta. Sin embargo, Nehls, et al., (2007), analizando el reparto de 
carbohidratos en la simbiosis ectomicorrícica, señalan que a pesar de que en la simbiosis 
ectomicorrícica, las plantas transfieren hacia el hongo hasta 1/3 de los fotoassimilados, 
ellas tienen la capacidad de restringir esta pérdida de carbohidratos, combinando la 
eficiencia de la absorción de la hexosa fúngica con un aumento en la fotosíntesis, 
evitando así el parasitismo fúngico. En este mismo sentido, Choi et al., (2005), 
estudiando la influencia de la inoculación con el HECM Pisolithus tinctorius sobre el 
crecimiento y las características fotosintéticas de las plántulas de Pinus densiflora, 
concluyen que a pesar de representar un gasto energético para las plántulas de pinos 
(por tener que intercambiar hidratos de carbono con los hongos), la asociación 
simbiótica es beneficiosa ya que facilita la absorción de agua y nutrientes a la planta. 
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En este trabajo se estudió el efecto de la inoculación del hongo ectomicorrízico 
Pisolithus tinctorius en plántulas de P. patula sometidas a estrés hídrico a través de un 
análisis morfofisiológico y proteómico. A partir de los resultados obtenidos podemos 
extraer las siguientes conclusiones:  
La asociación simbiótica entre P. patula y el hongo ectomicorrícico Pisolitus 
tinctorius aumenta la supervivencia de la especie, incluso en condiciones de déficit 
hídrico, así como su tasa fotosintética, alcanzándose los mayores valores de la tasa 
fotosintética en las plántulas inoculadas.  
En condiciones de riego, existe una sobrexpresión de proteínas en las plantas no 
inoculadas relacionada con procesos de transporte, localización, expresión génica, 
biosíntesis de sustancias orgánicas, metabolismo de lípidos, metabolismo de péptidos y 
metabolismo de proteínas y una subexpresión en las proteínas relacionadas el 
metabolismo de los carbohidratos y generadores de percusores metabólicos 
En las condiciones de déficit hídrico los procesos cuyas proteínas implicadas 
sufren activación son las relacionados con transducción de señales, expresión génica, 
transporte, biosíntesis sustancias orgánicas, metabolismo de los lípidos, metabolismo de 
los péptidos y metabolismo de las proteínas, mientras que los procesos en los que 
disminuye el nivel de expresión son el metabolismo de los carbohidratos, generadores 
de percusores metabólicos y fotosíntesis. 
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El género Pinus es considerado por varios autores (Pinto, et al., 2013; Zinn, et 
al., 2014; Garzón, 2016) como un pilar importante en la silvicultura intensiva de 
plantaciones, sobre todo en el hemisferio sur, no solo por la cantidad de especies sino 
también por el valor económico (producción e industrialización de la madera y de sus 
subproductos, producción de resina a escala comercial y en la fabricación de papel de 
alta resistencia) que tienen muchas de ellas, tanto en sus países de origen como en 
aquellos lugares donde han sido introducidas.  
Según Rodríguez, et al., (2013) los pinos mexicanos, en su mayoría, se 
caracterizan por su rápido crecimiento y por la resistencia a condiciones adversas, como 
la sequía, las heladas, los incendios, el pastoreo y al ataque de algunas plagas, además 
de por su capacidad para establecerse en suelos con bajo contenido nutricional. Sin 
embargo, a pesar de su abundancia e importancia, se sabe poco sobre los mecanismos 
moleculares que permitan evaluar el efecto del manejo forestal sobre la variabilidad 
genética y sistemas reproductivos (Nystedt, et al., 2013; Alfonso-Corrado, et al., 2014). 
La presente Tesis Doctoral propuso el empleo de dos especies de pinos 
originarias de México utilizadas en proyectos de investigación forestal que 
transcurrieron en la época colonial en Angola durante los años 60 y 70. Estos proyectos 
tenían dos objetivos: primero probar su adaptación a las tierras altas de Angola (planalto 
central) y segundo, como reserva estratégica para futuras extracciones de materias 
primas (IIA, 1967). 
Debido a la aparente adaptación a las condiciones edafoclimáticas locales de 
estas dos especies (P. greggi y P. pátula), fueron seleccionadas como especies modelo 
en esta disertación para estudiar la respuesta diferencial de las mismas a situaciones de 
sequía prolongada, situación que se prolonga en Angola durante seis meses al año, y a la 
micorrización en condiciones controladas. Se aplicaron técnicas moleculares de 
genómica funcional (proteómica) como herramienta para la caracterización de estas dos 
especies con el fin de aportar información necesaria para la selección del material 
vegetal apropiado en los programas de repoblación forestal, mejorando dichos 
programas lo que podría contribuir a medio plazo con el plano de desarrollo agrario de 
Angola (PDMPSA, (2012), que tiene como objetivo aumentar la producción de plantas 
exóticas instalando varios viveros forestales (convencionales) con una capacidad de 
producción anual estimada en 50.000 plántulas por vivero y poder repoblar las áreas 
consideradas críticas desde el punto de vista de fragilidad de sus ecosistemas.  
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Para la identificación y caracterización de estas dos especies se realizó un 
estudio basado en el uso de marcadores moleculares, los cuales han sido propuestos 
como una herramienta válida para evaluar crecimiento, productividad y respuesta a 
diferentes estreses abióticos y bióticos, y en particular a estrés hídrico en géneros como 
Populus (Bohler, et al., 2013; Li, et al., 2014), Pinus (Wang, et al., 2013; Xu y Wu, 
2016), Eucalyptus (Bedon, et al., 2012; Correia, et al., 2016) y Quercus ilex (Valero-
Galván, et al., 2013; Simova-Stoilova, et al., 2015). Se llevaron a cabo en todos los 
capítulos de la disertación estudios a nivel molecular basados en la proteómica shotgun, 
considerada por muchos investigadores como una herramienta útil y efectiva en la 
mayoría de los estudios proteómicos enfocados a obtener un alto rendimiento (Zhang et 
al., 2013; Zhang et al., 2014; Erickson et al., 2015; Soufi, y Soufi, 2016). 
5.1. Determinación de la expresión de proteínas en semillas de P. greggii y P. patula 
a través de genómica funcional (Proteómica). 
La primera pregunta en este trabajo buscó determinar qué proteínas permiten 
caracterizar la variabilidad genética entre las especies y su adaptabilidad a diversos 
ecosistemas. Según García et al., (2012), el estudio de las proteínas expresadas 
diferencialmente en los perfiles proteicos de muestras biológicas vegetales nos ofrece la 
oportunidad de examinar los cambios globales en la expresión génica y patrones 
temporales de la acumulación de proteínas que ocurren en diferentes procesos vegetales, 
permitiéndonos la comprensión de su desarrollo y adaptabilidad. 
En este capítulo se describen y discuten los perfiles proteicos de semillas de 
Pinus patula y P greggii de México a través de un enfoque basado en el análisis por 
espectrometría de masa nlC- MS/MS, con el fin de aplicar la proteómica comparativa a 
la identificación de marcadores moleculares, explorando las bases de datos IPRScan y 
KEGGs y para la clasificación funcional de los perfiles, la base de datos Gene Ontology 
(GO), teniendo en cuenta las tres categorías presentes: procesos biológicos, 
componentes celulares y funciones moleculares. 
Una vez comparados los perfiles proteicos se identificaron 362 especies 
proteicas comunes en ambas especies de Pinus. En P. greggii se identificaron 100 
proteínas ausentes en P. patula y en P. patula fueron identificadas 267 proteínas 
ausentes en P. greggii. Esta mayor identificación de proteínas en las semillas de P 
patula con respecto a P. greggii podría relacionarse con la sensibilidad de la 
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identificación de péptidos, que pudo verse afectada por varios factores como el tamaño 
del espacio de búsqueda, la reproducibilidad o el tipo de muestra entre otros. Al 
respecto algunos autores (Veit, et al., 2016; Pfeuffer, et al., 2017) refieren que en este 
tipo de estudios de alto rendimiento en los que se realiza una evaluación masiva de 
todas las proteínas (proteoma) de forma simultánea, se genera una gran cantidad y 
variedad de datos que obliga la implementación de flujos de análisis/procesamiento 
extremamente complejos, motivando el uso de distintas herramientas bioinformáticas y 
la consulta de grandes bases de datos que almacenan la información funcional a nivel de 
genes. En este sentido, algunos autores recomiendan el uso de bases de datos de 
secuencias específicas con la finalidad de mejorar la sensibilidad en la identificación de 
los péptidos (Romero-Rodríguez, et al., 2014; Shanmugam y Nesvizhskii, 2015). 
Cuando analizamos los perfiles proteicos explorando la base de datos KEGGs 
los resultados muestran que las proteínas identificadas en el estudio participan en un 
total de 99 rutas metabólicas entre las dos especies. La ruta metabólica más 
representativa fue la glucólisis/gluconeogénesis, lo que podría deberse al hecho de ser 
una de las más importantes en semillas. Según Chen et al., (2016) esta ruta representa 
una vía indispensable para mantener el equilibrio de los niveles celulares de ATP, 
energía utilizada en el proceso de germinación y el metabolismo de los carbohidratos, 
tan importantes en las semillas de las plantas superiores, ya que el almidón constituye el 
principal carbohidrato de almacenamiento (Duan et al., 2016; Li et al., 2017). 
El análisis comparativo de la distribución de proteínas entre especies en función 
de los procesos biológicos reveló similitud entre las dos especies con mayor 
predominancia de proteínas involucradas en los procesos de oxidación-reducción. 
Resultados similares fueron obtenidos por otros autores (Rodríguez, et al., 2016; 
Pullman et al., 2015), que estudiando el perfil proteómico en semillas de algunas 
coníferas también identificaron como grupo predominante las proteínas relacionadas 
con los procesos de oxidación-reducción. Estas proteínas podrían mejorar la iniciación 
del tejido embriogénico (TE), el desarrollo embrionario en etapa temprana y la 
germinación en estas especies. 
Cuando se analizó la distribución de proteínas entre los distintos componentes 
celulares, se verificó que en ambas especies predominan las proteínas integrales o 
intrínsecas de membrana. Estas proteínas están relacionadas con funciones celulares 
como el transporte y la expresión génica. Estos resultados quizás estén relacionados con 
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el hecho de que la membrana celular está involucrada directamente en el proceso de 
germinación, durante el cual la membrana celular experimenta una reorganización 
específica y funcional participando de forma activa en la imbibición de agua por parte 
de la semilla (Voegele, et al., 2011); Rosental, et al., 2014; Yu, et al., 2015)  
En relación a las funciones moleculares en las que participan las proteínas 
identificadas, en ambas especies fueron identificadas un elevado número de proteínas 
con participación en la síntesis de ATP. Esta energía es resultado de la degradación de 
las sustancias de reservas encontradas en las semillas, incluidos el almidón, las 
proteínas y los aceites, donde se produce la energía necesaria para la germinación de 
semillas (Ma et al., 2016). 
De forma general el análisis de expresión diferencial mostró una elevada 
similaridad entre los perfiles proteicos de las dos especies de pinos estudiadas. Esta 
similaridad sugiere que existe poca variabilidad genética entre ellas. Sin embargo, estas 
especies son muy diferentes desde el punto de vista morfológico, lo que coincide con 
estudios realizados en coníferas mexicanas, específicamente en el género Pinus 
(Gernandt y Pérez de la Rosa, 2014) en los que se observaron altos niveles de 
variabilidad morfológica pero bajos niveles de diferenciación interespecífica, pudiendo 
ser resultado de las bajas tasas de evolución entre las especies en este género.  
Nuestros resultados también están validados por estudios previos realizados por 
William, (2008) sobre distancias genéticas entre especies de pino en México y 
Centroamérica basadas en análisis de RAPD, en los que se detectó muy poca distancia 
genética entre P. greggii y P. patula. Así mismo, coinciden con resultados encontrados 
por autores como Gernandt y Pérez de la Rosa (2014) sobre el análisis filogenético 
molecular (análisis de secuencias de ADN) en coníferas, que concluyen que se trata de 
un grupo monofilético que desciende de un mismo antepasado común hace más de 300 
millones de años.  
5.2. Comportamiento fisiológico y molecular de P. patula y P. greggii bajo dos 
tratamientos de simulación de condiciones naturales de crecimiento de la Meseta  
Central de Angola (época seca y época de lluvia). 
Una vez comparados los perfiles proteicos de estas dos especies, candidatas a ser 
utilizadas en los programas de repoblamiento forestal en las tierras altas de Angola, se 
evaluó el comportamiento morfofisiológico y molecular de ambas especies bajo dos 
tratamientos de simulación de las condiciones naturales de crecimiento en esta región 
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del país (época seca y época de lluvia), con vista a proporcionar información sobre la 
capacidad de adaptación de estas especies frente a los previsibles escenarios de cambio 
climático. Esta información podría ser para el diseño de programas de conservación y 
gestión de estas especies exóticas. Algunos autores (Flores et al., 2018) sostienen que 
incluso a escalas geográficas reducidas, los pinos mexicanos presentan diferencias en la 
respuesta a estrés hídrico y que estas diferencias entre especies y poblaciones son 
relevantes en los programas de forestación, así como en actividades de conservación 
genética. 
5.2.1. Análisis a nivel morfofisiológico.  
Debido a la complejidad de los sistemas biológicos resulta difícil describir y 
categorizar de manera sintética el comportamiento de las plantas frente al déficit 
hídrico, por lo que trataremos de hacer énfasis en aquellas variables que experimentaron 
un comportamiento relevante como la supervivencia, el crecimiento, el potencial hídrico 
del xilema y la fluorescencia.  
En el caso particular de la supervivencia, esta variable no mostró diferencias a lo 
largo de los primeros 21 días del experimento. A partir del día 28 en los tratamientos de 
simulación de la época seca se observó que las plantas comenzaron a morir, aumentando 
la mortalidad hasta el final del período de medición (día 42), en el que el número de 
bajas fue de 24 en P. greggii y 25 en P. patula, lo que equivale al 60% y 62,5% de 
mortalidad respectivamente. Este resultado es consistente con el de otros autores como 
(Ceacero, et al., 2012; Espinoza, et al., 2014); Ortuño, et al., 2015; Sigala, et al., 2015) 
que en sus estudios apuntan a que la supervivencia, la biomasa y el crecimiento de una 
planta pueden ser afectados por varios factores, entre ellos la humedad del substrato y la 
temperatura, hasta el punto de provocar serias restricciones en su crecimiento, 
desarrollo y supervivencia. 
En cuanto al crecimiento, muchos trabajos sobre déficit hídrico con especies de 
pinos mexicanos en la etapa de vivero concluyeron que el estrés hídrico es uno de los 
factores que más influye en el crecimiento de las plantas, generando daños e incluso la 
muerte en muchas de ellas (Maldonado-Benitez, et al., 2011; Prieto-Ruíz, et al., 2012). 
Bulfe y Fernández (2014), afirman que las plantas cuando comienzan a evidenciar 
condiciones hídricas desfavorables reducen el crecimiento, promueven la aparición de la 
yema apical y se inician mecanismos de resistencia ante el estrés. En nuestro caso, al 
evaluar la respuesta diferencial por especie se observó que, en el tratamiento de 
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simulación de la época seca, las plantas de las dos especies soportaron 21 días sin regar, 
sin diferencias significativas en las variables de crecimiento (altura y diámetro). Este 
resultado podría ser utilizado para el diseño del régimen de riego en estas condiciones 
climáticas mejorando la gestión de los recursos hídricos.  
Los resultados del potencial hídrico (Ψ), mostraron diferencias significativas 
(p<0,05) entre los dos tratamientos de simulación (época seca y lluviosa) y las dos 
especies. Estas diferencias se acentuaron en la época seca a partir del día 35, 
alcanzándose los valores más negativos de potencial hídrico en la última medida. Estos 
resultados fueron similares a los obtenidos por Bulfe y Fernández, (2014), que 
estudiando el déficit hídrico en plántulas de Pinus taeda, encontraron que el potencial 
hídrico, tanto antes del amanecer (predawn) como al mediodía, presentó los menores 
valores (más negativos) en las plantas con restricción hídrica respecto a las plantas 
control en cada período de estrés. Sin embargo, en otras especies de pino como Pinus 
cooperi algunos resultados muestran como potenciales hídricos similares a los que 
inducen mortalidad en las especies estudiadas (-3,24) limitan el crecimiento, pero no 
afectan a la supervivencia (Prieto-Ruíz, et al., 2012). En este mismo sentido Ritchie y 
Landis, (2010) apuntan que en la etapa de vivero las coníferas bajo condiciones de 
estrés disminuyen su potencial hídrico lo que incide en los procesos fisiológicos de las 
plantas afectando su crecimiento, pero no siempre su supervivencia.  
De forma general, los valores más altos de todas las variables estudiadas 
relacionadas con la fluorescencia se detectaron en el tratamiento de simulación de la 
época de lluvia. Comparando las dos especies, P. patula presentó los valores más altos 
con respecto P. greggii en ambas épocas. Cabe destacar que las diferencias entre los 
valores alcanzados por las dos especies no cobraron significación estadística hasta la 
última medida (día 42). Estos resultados podrían estar influenciados por el desarrollo 
(altura) ya que la especie P greggii tuvo mayor crecimiento que P. patula como apuntan 
otros autores (Di Benedetto y Tognetti, 2016), que estudiando diferentes especies 
forestales en condiciones de campo encontraron relación entre el crecimiento en altura y 
la capacidad fotosintética, afirmando que un aumento del crecimiento de las plantas 
puede limitar la expansión de la hoja y la fotosíntesis.  
Por otro lado, los resultados estarían en consonancia con resultados encontrados 
por otros autores en especies forestales, como Mejía de Tafur, et al., (2014), que 
estudiando la respuesta fotosintética de Eucalyptus grandis W. Hill a la disponibilidad 
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de agua en suelo y a la intensidad de luz, concluyeron que E. grandis reduce la tasa de 
fotosíntesis de manera significativa ante un déficit hídrico en el suelo como en el caso 
de las plantas sometidas a déficit hídrico de este trabajo. 
Por estas razones algunos autores Jiménez-Suancha, et al., (2015) consideran la 
fluorescencia como una herramienta de evaluación eficaz bajo los efectos del estrés, ya 
que la respuesta de las plantas es un buen indicador del estado del aparato fotosintético 
y, por tanto, de las condiciones fisiológicas. 
5.2.2. Análisis a nivel molecular  
En la actualidad la comunidad científica internacional muestra un gran interés por 
entender cómo los cambios a nivel molecular están relacionados con las respuestas 
fisiológicas que experimentan las plantas para aclimatarse y mantener las funciones 
fisiológicas y morfológicas cuando se enfrentan a condiciones de déficit hídrico 
(Brunner, et al., 2015).  
En nuestro estudio se evidenció una estrecha relación entre los dos análisis 
(morfofisiológico y molecular) ya que los análisis mofofisiológicos apuntan a la especie 
P. greggii como más resistente al déficit hídrico en relación a P. patula, lo que fue 
reforzado por los resultados obtenidos a nivel molecular. En este sentido autores como 
Jorge, et al., (2015); Choudhury, et al., (2017) afirman que las plantas no solo 
responden al estrés hídrico a nivel fisiológico, sino que esta respuesta también es 
inducida a nivel molecular, siendo esta quizás una de las más importantes. En este 
sentido, el estudio a nivel proteómico permitió una mayor identificación de proteínas 
expresadas en P. greggii en la simulación de la época de seca en comparación con P. 
patula. Estas diferencias en la síntesis mayoritaria de proteínas identificadas en la 
especie P. greggii podría estar relacionada con una estrategia de respuesta, protección o 
adaptación, desarrollada por la especie en condiciones de estrés, aportándole una 
elevada capacidad para tolerar la sequía lo que justificaría su amplia adaptabilidad y 
distribución en el mundo.  
Los términos de Ontología Génica de enriquecimiento revelaron una abundancia 
significativa de proteínas en procesos biológicos comunes en las dos especies cuando 
están expuestas a la misma condición experimental (época lluviosa y seca). No obstante, 
cabe destacar que este nivel de expresión varía según la especie. La expresión 
mayoritaria de proteínas en la simulación de la época lluviosa se identificó en la especie 
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P. patula con respecto a P. greggii, posiblemente para desencadenar mecanismos de 
resistencia a estrés, ya que esta especie presentaba los peores valores a nivel fisiológico. 
Los procesos más enriquecidos en ambas especies en este tratamiento (simulación época 
de lluvias) fueron el metabolismo (primario, de substancias orgánicas, proteínas y de 
componentes del nitrógeno), síntesis de substancias orgánicas y fotosíntesis. Esta 
sobreexpresión de las proteínas relacionadas con el metabolismo primario podría 
entenderse, ya que el metabolismo primario está relacionado con los procesos de 
germinación crecimiento, desarrollo y reproducción, y en esta época en la que el riego 
no fue una limitante las plantas continuaron su crecimiento normal hasta el final del 
experimento, no siendo así en la época seca donde el crecimiento (altura) se detiene a 
partir del día 21. Las proteínas que disminuyeron su nivel de expresión están están 
relacionadas con procesos responsables de los estímulos extracelulares, debido 
quizás, a que en condiciones de riego las plantas no estaban estresadas y por tanto no 
percibieron ninguna señal ambiental que justificara una sobreexpresión en este proceso.  
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otros estudios de déficit 
hídrico en Pinus (Taïbi, et al., 2017); Fox, et al., 2018); Du, et al., 2018), donde 
también existe un enriquecimiento en el proceso de la fotosíntesis en los tratamientos 
con riego, lo que sugiere, que el proceso de fotosíntesis, el crecimiento y 
consecuentemente la supervivencia de las plantas se asocia con buenas condiciones de 
irrigación. Otros autores como Jiang et al., (2019), en estudios realizados con plántulas 
de pino chino (Pinus tabuliformis), han identificado proteínas expresadas 
diferencialmente por aumento involucradas en procesos relacionados con la resistencia a 
estrés abiótico y biótico, principalmente en los procesos de fotosíntesis y el 
metabolismo de los carbohidratos. 
En la simulación de la época seca la expresión mayoritaria de proteínas se 
identificó en la especie P. greggii. Los procesos biológicos enriquecidos en ambas 
especies se corresponden con procesos biosintéticos; del metabolismo (carbohidratos, 
lípidos, substancias orgánicas, componentes del nitrógeno y péptidos), componentes de 
la organización celular; responsables de estímulos abióticos y de expresión génica. 
Todos ellos relacionados con respuesta de las plantas al déficit hídrico.  
La sobreexpresión de los procesos biosintéticos se asoció con la biosíntesis de 
osmólitos, aminoácidos, flavonoides, terpenos y fitohormonas como el ácido abscísico 
(ABA), considerada como una mediadora del proceso adaptativo de las plantas a 
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procesos de estrés, ya que sus niveles se incrementan en los tejidos vegetales cuando las 
plantas están expuestas a diferentes tipos de estrés abióticos (Florido y Bao, 2014). 
El perfil proteómico de las plántulas tolerantes a la sequía identificó una enzima 
relacionada con la biosíntesis de metionina, sugiriendo la síntesis de aminoácidos 
azufrados como un factor limitante para la tolerancia a la sequía en Pinus halepensis. 
El metabolismo (carbohidratos, lípidos, substancias orgánicas, componentes del 
nitrógeno y péptidos) y los componentes de la organización celular podrían asociarse 
con la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, reactive oxygen species), en 
las células vegetales. Autores como García-Morales, et al., (2013) consideran que su 
síntesis afecta negativamente a los componentes de la estructura celular (lípidos y 
proteínas) y al metabolismo.  
Los procesos responsables de estímulos abióticos y de expresión génica, podrían 
asociarse con la síntesis de proteínas de prevención contra daños proteicos como es el 
caso de las proteínas LEA (Late Embriogenesis Abundant Proteins). Según algunos 
autores (Pinho dos Reis, et al., 2016; Nadeem, et al., 2019), las plantas inducen varios 
genes en respuesta a la sequía, de los cuales, algunos codifican las proteínas LEA, las 
acuaporinas, las moléculas de señalización, los factores de transcripción y otros que 
pueden participar en la síntesis de osmoprotectores como la glicina o funcionar como 
antioxidantes, además de proteger las estructuras de la membrana de los daños causados 
por la sequía, regulando el estatus redox o actuando como desintoxicador de radicales 
libres. 
El proceso en el que se identifica una subexpresión en el nivel de proteínas en 
las plantas de este tratamiento fue el proceso de la fotosíntesis. Esto puede estar 
asociado a alteraciones en los procesos fotoquímicos a nivel del fotosistema II (PSII), a 
una disminución de la actividad de la Rubisco, o al sistema generador de ATP. Estos 
resultados son consistentes si los comparamos con los observados por Matthew, et al.; 
(2015) en Pinus radiata o Du, et al., (2018) en Pinus Massoniana, que también 
demostraron que en en condiciones de sequía se produce un proceso de inhibición de la 
fotosíntesis, se altera el metabolismo y consecuentemente disminuye la tasa de 
crecimiento de las plantas. 
Estos resultados coinciden con los encontrados por Fox, et al., (2018), que 
estudiando la especie Pinus halepensis tras el análisis de enriquecimiento para procesos 
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biológicos relacionados con la sequía, identificaron diez procesos biológicos alterados 
entre los que destacan por aumento a nivel de transcripciones (condiciones de riego), 
procesos relacionados con el metabolismo de substancias orgánicas, metabolismo del 
ADN, biosíntesis (flavonoides, terpenos y hormonas) la fotosíntesis y por diminución de 
transcripción los procesos catabólicos de almidón, polisacáridos y manano.  
Similarmente Wang, et al., (2013), en estudios realizados con Pinus massoniana 
Lamb, concluyen que ante condiciones de estrés, la expresión de proteínas está 
relacionada básicamente con cinco categorías funcionales: fotosíntesis, metabolismo 
energético o primario, metabolismo secundario, estabilidad proteica y defensa. Estas 
funciones podrían estar regulados por aumento/disminución de expresión como en 
nuestro caso, en el que están regulados por disminución los procesos de fotosíntesis y 
metabolismo primario y por aumento los relacionados con la estabilidad proteica y de 
defensa. En esta misma línea, Aranda, et al., (2018), estudiando déficit hídrico en  
Fagus sylvatica, encontró sobrexpresión en los procesos biosínteticos de algunos 
aminoácidos proteinogénicos como prolina (PRO), valina (VAL) y ácido aspártico 
(ASP), además de otros relacionados con la acumulación de ABA y por disminución el 
proceso de fotosíntesis. 
5.3. Análisis morfofisiológico y proteómico de plantas de P. patula micorrizadas 
con Pisolithus tinctorius (Pers.) bajo déficit hídrico.  
Dado el valor económico de estas dos especies sobre la cual hacen referencia 
autores como Pinto, et al., (2013); Zinn, et al., (2014); Garzón, (2016), en este capítulo 
nos planteamos utilizar tecnologías que permitan producir plantas más resistentes a 
períodos de sequía severa comenzando a partir de la etapa de vivero, por lo que nos 
propusimos utilizar la micorrización como alternativa biotecnológica para aumentar la 
resistencia de la especie P. patula al déficit hídrico, menos resistente que P. greggii 
según los resultados expuestos anteriormente.  
En la literatura existente está bien documentado el efecto positivo de la 
asociación simbiótica entre los hongos ectomicorrícicos (HECM) y las plantas; ya que 
las plantas micorrizadas toleran mejor las condiciones de estrés fisiológico, como el 
trasplante, ciclos de sequía, salinidad excesiva o suelos deficientes en nutrientes 
(Reverchon, et al., 2012). Sin embargo, se sabe muy poco sobre la regulación molecular 
de estas asociaciones (Heller, et al., 2012). 
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En este capítulo al igual que en el anterior se evaluó la respuesta 
morfofisiológica y de expresión proteína de P. patula inoculado con HECM Pisolitus 
tinctorius en respuesta al déficit hídrico. En este apartado, se discuten en primer lugar 
los resultados más relevantes del estudio a nivel morfofisiológico y por último a nivel 
molecular. 
5.3.1. Análisis a nivel morfofisiológico. 
Los resultados del estudio morfofisiológico apuntan a que la inoculación de P. 
patula con el hongo HECM Pisolitus tinctorius fue beneficiosa, encontrándose 
diferencias significativas entre las plantas inoculadas y las no inoculadas en condiciones 
de déficit hídrico, y no con respecto a los tratamientos (con o sin inóculo) en los que las 
plantas estuvieron expuestas a las mismas condiciones de irrigación (controles). Estos 
resultados se asemejan a los reportado por Muilu-Mäkelä, et al., (2015), que estudiando 
la disponibilidad hídrica en plántulas de pino silvestre (Pinus sylvestris L.) en fase de 
crecimiento concluyen que la disponibilidad de agua influye en la morfología y en la 
efectividad de la micorrización, es decir, que tanto el déficit hídrico como el exceso de 
agua influyen en la capacidad de las plántulas para mantener una relación simbiótica 
efectiva. Hu, et al., (2015); Bertolazi, et al.,(2018) señalan que dada la multiplicidad de 
respuestas de las plantas a la micorrización controlada, para poderla integrar a la 
producción viverística forestal hay que tener en cuenta la intervención de varios factores 
(bióticos y abióticos) que van a influenciar en su efectividad. 
La supervivencia estuvo influenciada por el déficit hídrico a partir del día 28 en 
los tratamientos en los que hubo interrupción del riego. No obstante, a pesar de estar 
expuestas a un déficit hídrico de 35 días las plantas inoculadas presentaron un 
porcentaje de supervivencia del 60% mientras que las plantas no inoculadas el 
porcentaje fue de apenas un 33,3%, lo que indica el efecto positivo de esta asociación. 
En este sentido, Gómez-Romero et al., (2013), estudiando la especie Pinus 
pseudostrobus bajo condiciones de restauración, (con estrés nutricional e hídrico), 
observaron que las plantas inoculadas con el HECM Pisolithus tinctorius, aumentaron 
la supervivencia en comparación con plantas no inoculadas, lo que implica una gran 
ventaja para el establecimiento de las plantas bajo estas condiciones. Otros autores 
(Brunner, et al., 2015; Victor, et al., 2017), en estudios con especies forestales también 
hacen referencia a este efecto beneficioso de los hongos micorrícicos, aumentando la 
absorción de agua y nutrientes por parte de las plantas. 
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En lo que se refiere al crecimiento, las plantas inoculadas, tuvieron mayor 
desarrollo, tanto en altura como en diámetro, respecto a las plántulas no inoculadas que 
se mantuvieron sin interrupción del riego, sin diferencias significativas entre las plantas 
inoculadas (con o sin riego) y con diferencias estadísticamente significativas con 
respecto a las plantas sin inóculo y sin riego. Semejantes resultados fueron encontrados 
por Atala, et al., (2012) estudiando el impacto de la inoculación con micorrizas 
(Rhizopogon luteolus), López-Gutiérrez, et al., 2018), estudiando la inoculación de 
Pinus pringlei con los HECM (Hebeloma alpinum, Laccaria trichodermophora y 
Thelephora terrestres). 
En cuanto al potencial hídrico del xilema no se encontraron diferencias 
significativas entre los tratamientos excepto al final del experimento donde aparecen 
diferencias estadísticamente significativas entre las plantas inoculadas bajo riego con 
respecto a los restantes tratamientos. Los tratamientos con interrupción del riego 
inoculados o no con (Pisolithus tinctorius) alcanzaron los valores más negativos (-3,01 
y -3,03 Mpa). Charya, et al., (2019) atribuyen la resistencia de las plantas inoculadas al 
déficit hídrico al buen estado nutricional de las mismas y a la capacidad que tienen las 
hifas fúngicas extramatricales de transportar agua y nutrientes a las raíces de la planta 
hospedera actuando como extensiones del sistema radical y comportándose como 
estructuras de absorción.  
De forma general para las tres variables de la fluorescencia analizadas los 
valores más elevados fueron detectados en los tratamientos inoculados principalmente 
en las determinaciones realizadas en los dias 21 y 28, y el tratamiento en el que se 
observan los menores valores incluso próximos a 0, al final del experimento fue en el 
tratamiento no inoculado/sin riego. Esto sugiere que la asociación entre esta especie y el 
hongo P. tinctorius es efectiva para estimular la fotosíntesis. Estos resultados resultan 
consistentes comparados con otros estudios que sostienen que que las micorrizas 
inducen a las plantas una mayor capacidad de resistencia a la sequía y a la salinidad, 
pues le permite tener tasas de transpiración y fotosíntesis superiores bajo tales 
condiciones adversas (Barea, et al., 2016). En cualquier caso, no todas las especies de 
HECM son efectivas para estimular la fotosíntesis, como demostraron Makita, et al., 
(2012). 
5.3.2. Análisis a nivel molecular.  
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Los resultados encontrados a nivel molecular podrían ser subyacentes a estas 
respuestas morfofisiológicas, pudiendo caracterizar en cierta medida la activación de 
vías de tolerancia al déficit hídrico, ya que se identificaron mayor número de proteínas 
en las plantas no inoculadas con respecto a las inoculadas. Estas proteínas están 
implicadas fundamentalmente en procesos biológicos relacionados con la resistencia al 
estrés hídrico. También se encontró mayor número de proteínas comunes en las 
muestras de las plantas (controles) lo que muestra una menor variabilidad en el perfil 
proteómico de las muestras de P. patula con o sin inóculo dentro de las mismas 
condiciones de riego, no siendo así en las condiciones de déficit hídrico. 
Esta síntesis mayoritaria de proteínas identificadas en las plantas no inoculadas 
con respecto a las inoculadas, sobre todo en condiciones de déficit hídrico, podría estar 
relacionada con el hecho de que estas plantas, al no estar micorrizadas, carecen de los 
beneficios que confiere la asociación micorrícica en condiciones de estrés, y por tanto se 
ven obligadas a activar mecanismos moleculares como posible estrategia de respuesta, 
protección o adaptación al déficit hídrico, como apuntan algunos autores (García-
Morales, et al., 2013; Florido y Bao 2014; Jorge, et al., 2015); Choudhury, et al., 2017). 
En la comparación de P. patula inoculado vs no inoculado en condiciones de 
riego existe un enriquecimiento (por un aumento o disminución en el nivel de expresión 
de proteínas) de las proteínas relacionadas con procesos biológicos metabolismo de los 
lípidos, metabolismo de los péptidos y con mayor número de proteínas implicadas el 
metabolismo de las proteínas. También estuvieron expresados por aumento con igual 
número de proteínas los procesos de transporte y localización, de expresión génica y por 
último biosíntesis sustancias orgánicas. Con respecto a los procesos cuyas proteínas 
asociadas sufren represión en su nivel de expresión se encuentra el de la fotosíntesis.  
En la comparación de P. patula no inoculado vs inoculado sin riego fueron 
identificados por (aumento o disminución) en el nivel de expresión de proteínas varios 
procesos biológicos, bien por activación, como los relacionados con traducción de 
señales, expresión génica, transporte, biosíntesis sustancias orgánicas, metabolismo de 
los lípidos, metabolismo de los péptidos y metabolismo de las proteínas, o por 
represión, como el metabolismo de carbohidratos, generadores de percusores 
metabólicos y fotosíntesis. 
De forma general los procesos enriquecidos por aumento o disminución están 
relacionados con procesos metabólicos, de biosíntesis, transducción de señales, 
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expresión génica, fotosíntesis, transporte y localización. Estos resultados coinciden con 
los mencionados por otros autores para el género Pinus (Wang, et al., 2013; Xu y Wu, 
2016) o Quercus (Tarkka, et al., 2013).  
Resulta interesante destacar que en ambas comparaciones se identifican pocas 
proteínas involucradas en los procesos de fotosíntesis, metabolismo de los 
carbohidratos, generadores de precursores metabólicos en las plantas no inoculadas con 
respecto a las inoculadas. Estos resultados están estrechamente relacionados con los 
obtenidos a nivel fisiológico en los que las tres variables de la fluorescencia fueron 
inferiores en los tratamientos no inoculados, con respecto a los inoculados. Este 
resultado también está apoyado por resultados de otros autores, que afirman que las 
micorrizas inducen a una mayor capacidad de resistencia a sequía y salinidad 
permitiéndoles tener tasas de transpiración y fotosíntesis superiores bajo tales 
condiciones adversas (Gómez-Romero, et al., 2015) y el almacenamiento de 
carbohidratos, así como los posibles mecanismos de transferencia de carbono hacia el 
hongo (Nehls, et al., 2016). 
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La presente Tesis Doctoral estuvo enfocada en el estudio de dos especies 
exóticas de Pinus (P. patula y P. greggii) introducidas en Angola en la década de los 60 
y 70. Estas dos especies, debido a su gran distribución fundamentalmente en la Meseta 
Central de Angola, podrían utilizarse en los programas de reforestación direccionado a 
las áreas consideradas críticas desde el punto de vista de fragilidad de sus ecosistemas. 
El objetivo de esta tesis doctoral consistió en aplicar técnicas de genómica funcional 
(proteómica) como herramienta en la caracterización de dos especies de pinos, P. greggi 
y P. pátula, y en la respuesta diferencial de estas especies a situaciones de estrés hídrico 
y a la micorrización en condiciones controladas. Con este objetivo general fueron 
propuestos tres objetivos específicos. 
El primer objetivo fue analizar e identificar las proteínas expresadas 
diferencialmente en las semillas de P. patula y P greggii con un enfoque basado en el 
análisis por espectrometría de masa nLC LTQ Orbitrap. Las principales conclusiones 
obtenidas fueron:  
• No se detectó enriquecimiento en ninguna de las categorías (procesos biológicos, 
componentes celulares y función molecular) de la base de datos Gene Ontology 
(GO) comparando las dos especies.  
• Para el caso de los procesos biológicos se identificó 76 y 104 proteínas en P. greggii 
y P. patula respectivamente asociadas fundamentalmente a los procesos de 
oxidación-reducción. 
• La función molecular con mayor sobrexpresión de proteínas fue la sintesis de ATP, 
y su localización mayoritaria a nivel celular fue la membrana, con 33 y 40 proteínas 
en P. greggii y P. patula respectivamente.  
• La ruta  metabólica con mayor participación de proteínas (22 en P. greggii y 23 en 
P. patula respectivamente fue la vía de la glucolísis/gluconeógenesis.  
• Las enzimas de mayor abundancia fueron las oxidoreductasa, asociadas a los 
procesos redox con 52 y 75 sequencias en P. patula y P. greggii respectivamente.  
• De modo general se concluye que los perfiles proteicos analizados de P. patula y P. 
greggii son muy similares, demostrando poca varibilidad genética entre estas dos 
especies de Pinus. Las proteínas mayoritariamente identificadas están asociadas a 
los procesos metabólicos previos a la germinación. 
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El segundo objetivo era comparar la respuesta morfofisiológica y molecular de 
Pinus patula y Pinus greggii a las condiciones naturales de crecimiento (época seca y 
lluviosa) de la Meseta Central de Angola en condiciones controladas. A partir de los 
resultados obtenidos podemos extraer las siguientes conclusiones:  
• En la simulación de la época de seca de la meseta central de Angola, las plantas de 
P. greggii y P. patula soportaron 21 días sin regar sin diferencias significativas en 
las variables de crecimiento altura y diámetro. Este resultado podría ser utilizado 
para una gestión optimizada de los recursos hídricos en condiciones de vivero. 
• Los resultados del estudio molecular demuestran que la expresión diferencial de 
proteínas fue mayoritaria en la simulación de la época seca comparada con la época 
lluviosa y en la especie P. greggii con respecto a la especie P. patula.  
• El análisis de ontología de genes (GO) indicó que el estrés por sequía en Pinus spp, 
está relacionado con un aumento en el nivel de la expresión de proteínas en los 
procesos relacionados con el metabolismo, biosíntesis, organización celular, 
estímulos abióticos y expresión génica, mientras que por disminución de expresión 
en los procesos relacionados con la fotosíntesis y el crecimiento. 
• De forma general, las plántulas de P. greggii fueron más tolerantes a la sequía que 
las plántulas de P. patula. Esta información puede ser utilizada como base para la 
selección de las especies a introducir en los programas de restauración de zonas con 
condiciones limitantes de agua.  
Por último, se pretendía evaluar el efecto de la inoculación del hongo 
ectomicorrízico Pisolithus tinctorius en plántulas de P.patula sometidas a estrés hídrico 
a través de un análisis morfofisiológico y proteómico en condiciones controladas. Las 
principales conclusiones extraídas son:  
• La asociación simbiótica entre P. patula y el hongo ectomicorrícico Pisolitus 
tinctorius aumenta la supervivencia de la especie, incluso en condiciones de déficit 
hídrico, así como su tasa fotosintética, alcanzándose los mayores valores de la tasa 
fotosintética en las plántulas inoculadas.  
• En condiciones de riego, existe una sobrexpresión de proteínas en las plantas no 
inoculadas relacionada con procesos de transporte, localización, expresión génica, 
biosíntesis de sustancias orgánicas, metabolismo de lípidos, metabolismo de 
Genómica funcional aplicada a la caracterización de la respuesta a estrés hídrico y a la inoculación de 




péptidos y metabolismo de proteínas y una subexpresión en las proteínas 
relacionadas el metabolismo de los carbohidratos y generadores de percusores 
metabólicos 
• En las condiciones de déficit hídrico los procesos cuyas proteínas implicadas sufren 
activación son las relacionados con transducción de señales, expresión génica, 
transporte, biosíntesis sustancias orgánicas, metabolismo de los lípidos, 
metabolismo de los péptidos y metabolismo de las proteínas, mientras que los 
procesos en los que disminuye el nivel de expresión son el metabolismo de los 
carbohidratos, generadores de percusores metabólicos y fotosíntesis. 
Todos los resultados obtenidos en esta tesis aportan información relevante sobre 
el comportamiento de P. patula y P.greggii en condiciones de déficit hídrico y en 
respuesta a la micorrización con Pisolitus tinctorius que pueden ser clave para la 
aplicación de programas de conservación y gestión de estas especies exóticas y más aún 
en el contexto actual de cambio climático, cuyas previsiones son particularmente más 
graves en el continente Africano.   
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